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Si bien las células NK son tradicionalmente estudiadas por sus funciones anti-tumorales, 
recientes evidencias destacan su rol regulatorio en diferentes modelos. Sin embargo, este 
rol no fue aún explorado en el contexto de un tumor en crecimiento. En este trabajo de 
tesis demostramos que las células NK limitan la expansión y activación de LT CD8 anti -
tumorales, conduciendo a respuestas de memoria menos eficientes. Luego del desafío 
con células MC57.SIY, los ratones depletados de células NK, en comparación con los 
ratones control, presentaron una mayor expansión de LT CD8 anti-SIY junto con un 
aumento en las funciones efectoras de los LT CD8 y un mayor porcentaje de LT CD8 de 
memoria efectora. Estos ratones, al ser re-desafiados con células B16.SIY, desarrollaron 
una respuesta inmune de memoria más eficiente acompañada de un retraso en el 
crecimiento del tumor secundario. Mecanísticamente, encontramos que las células NK 
activadas en el microambiente tumoral expresan elevados niveles de PD-L1 y, a través de 
interacciones con PD-1 en las DCs, limitan su maduración, conduciendo a una menor 
activación de los LT CD8 anti-tumorales. Nuestros resultados sugieren que las células NK 
pueden tener una actividad regulatoria sobre la inmunidad anti-tumoral, constituyendo 













Despite the classical function of NK cells in the elimination of tumors, evidence for a 
regulatory role for NK cells has been emerging in different models. However, this role has 
not been fully explored in the context of a growing tumor. In this thesis work, we show 
that NK cells can limit spontaneous cross-priming of tumor antigen-specific CD8 T cells, 
leading to reduced memory responses. After challenge with MC57.SIY cells, NK cell-
depleted mice exhibited a higher frequency of SIY-specific CD8 T cells, with enhanced 
effector functions. Depletion of NK cells resulted in a CD8 T cell population skewed 
towards an effector-memory T phenotype which was associated with enhanced recall 
responses and delayed tumor growth after a secondary tumor challenge with B16.SIY 
cells. Mechanistically, we found that tumor-primed NK cells displayed an up-regulated 
expression of the inhibitory molecule PD-L1 and, through interaction with PD-1 expressed 
on DC, limited DC activation, explaining their reduced ability to induce tumor-specific CD8 
T cell priming. Our results suggest that NK cells can, in certain contexts, have an inhibitory 
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ACK: Buffer Amonio-Cloruro-Potasio. 
ANOVA: Analysis of variance (análisis de la 
varianza). 
CAR: Chimeric antigen receptor (receptor 
antigénico quimérico). 
CCDA: Citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpos. 
cDNA: Complementary DNA (DNA 
complementario). 
CFSE: Carboxyfluorescein succinimidyl ester 
(carboxifluoresceína succinimidil ester). 
cGAS: Cyclic GMP-AMP Synthase (Sintasa 
de GMP-AMP cíclico. 
CI: Control de isotipo. 
CMSPs: Células mononucleares de sangre 
periférica. 
CPA: Célula presentadora de antígeno. 
CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 
(Antígeno-4 asociado al Linfocito T 
Citotóxico). 
DAMPs: Damage- associated molecular 
patterns (patrones moleculares asociados a 
daño). 
DC: Dendritic cell (célula dendrítica). 
DNA: Deoxyribonucleic Acid (ácido 
desoxirribonucleico). 
dNTPs: Deoxirribonucleótidos. 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
(ácido etildiaminotetraacético). 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay (ensayo inmunoenzimático de 
adsorción). 
Fas: First apoptosis signal (Primera señal de 
apoptosis). 
FasL: Ligando de Fas. 
FDA: Food and Drug Administration 
(Agencia de Alimentos y Medicamentos). 
FGF: Fibroblast growth factor (factor de 
cecimiento de fibroblastos). 
FOXP-3: Forkhead box P3. 
Gal-1: Galectina-1. 
G-CSG: Granulocyte colony-stimulating 
factor (factor estimulante de colonias de 
granulocitos). 
GDT: Ganglio linfático drenante del tumor. 
GFP: Green fluorescent protein (proteína 
fluorescente verde). 
GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos). 
GN: Ganglio linfático naive. 
GNDT: Ganglio linfático no drenante del 
tumor. 





HMGB1: High-mobility group box 1 
(proteínas de alta movilidad del grupo B1) 
I: Immunoscore. 
iDC: DC inmadura. 
IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa. 
IFN: Interferón. 
IL: Interleuquina. 
ILT-2: Immunoglobulin-like transcript 2 
(transcripto 2 tipo inmunoglobulina). 
IT: intratumoral. 
ITIM: Immunoreceptor tyrosine-based 
inhibition motif (inmunoreceptores 
basados en motivos de inhibición ricos en 
tirosina). 
KIR: Killer-cell immunoglobulin-like 
receptors (receptores tipo inmunoglobulina 
de células NK). 
KLRG1: killer-cell lectin like receptor G1 
(receptor de tipo lectina G1 de células 
citotóxicas). 
LB: Linfocitos B. 
LCMV: Lymphocytic choriomenengitis virus 
(virus de la coriomeningitis linfocítica). 
LPS: Lipopolisacárido. 
LT: Linfocitos T. 
LY6C: lymphocyte antigen 6C (antígeno 
linfocitario 6C). 
M6PR: Mannose-6-phosphate receptor 
(receptor de manosa-6-fosfato). 
MC: Memoria central. 
MCMV: Murine cytomegalovirus 
(citomegalovirus murino). 
M-CSF: Macrophage colony-stimulating 
factor (factor estimulante de colonias de 
macrófagos). 
mDC: DC madura. 
MDSC: Myeloid-derived Suppressor Cell 
(célula mieloide supresora). 
ME: Memoria efectora. 
MFI: Mean fluorescence intensity 
(intensidad de fluorescencia media). 
MHC: Major histocompatibility complex 
(Complejo mayor de histocompatibilidad). 
NCR: Natural cytotoxicity receptors 
(receptor de citotoxicidad natural). 
NK: Natural Killer (citotóxicas Naturales). 
NKG2D: Natural-killer group 2, member D. 
NKG2DL: Ligando de NKG2D. 
NLR: NOD like receptor (receptores tipo 
NOD).  
OVA: péptido de ovoalbúmina (SIINFEKL). 
PAMP: Pathogen associated molecular 
pattern (patrones moleculares asociados a 
patógenos). 
PBS: Phosphate buffered saline (buffer 
fosfato salino). 
PCR: Polymerase chain reaction (reacción 
en cadena de la polimerasa). 
PD-1: Programmed cell death protein 1 
(proteína de muerte celular programada 1). 
PD-L1: Ligando de PD-1. 
PFA: Paraformaldehído. 
PGE2: Prostaglandina E-2. 




P-JAM: Post-just another method (post-sólo 
otro método). 
PLGF: Placental growth factor (factor de 
crecimiento placentario). 
PRR: Patern recognition receptor (receptor 
de reconocimiento de patrones). 
q-PCR: PCR cuantitativa. 
RAGE: Receptor for advanced glycation end 
products (receptor de los productos finales 
de glicación avanzada). 
regDC: DC regulatoria. 
RLR: RIG-I like receptor (receptores de tipo 
RIG-I). 
RNA: Ribonucleic acid (ácido ribonucleico). 
SF: Solución fisiológica. 
SFB: Suero fetal bovino. 
SIY: Péptido SIYRYYGL. 
STING: Stimulator of interferon genes 
(estimulador de genes del IFN). 
STO: Staurosporine (estaurosporina). 
TAE: Tris-Acetato-EDTA. 
TCR: T cell receptor (receptor de célula T). 
TGF: Transforming growth factor (factor de 
crecimiento transformante). 
Th: T helper (colaborador T). 
TIM-3: T-cell immunoglobulin domain and 
mucin domain 3 (dominio de 
inmunoglobulina de célula T y dominio de 
mucina 3). 
TLR: Toll-like receptor (receptor de tipo 
Toll) 
TMB: Tetra‐metil bencidina. 
TNF: Tumor necrosis factor (factor de 
necrosis tumoral). 
TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing 
ligand (ligando inductor de apoptosis 
relacionado con TNF). 
Treg: T regulatoria 
VEGFA: Vascular endothelial growth factor 
(factor de crecimiento endotelial vascular). 
TIGIT: T-cell immunoreceptor with Ig and 
ITIM domains (inmunoreceptor de célula T 



























“Si te he mencionado esta cuestión, era para 
mostrarte que la búsqueda de leyes explicativas, 
en los hechos naturales, procede por vías 
tortuosas. (…) Pero hasta el final no podrás saber 
qué predicados debes introducir en tus 
razonamientos, y qué otros debes descartar.” 








El cáncer constituye actualmente la segunda causa de muerte a nivel mundial y, 
además, se estima que en el futuro su incidencia aumentará debido al envejecimiento de 
la población y al aumento de la prevalencia de ciertos factores de riesgo (1). Si bien se 
denomina cáncer a un grupo de más de doscientas enfermedades neoplásicas que son 
muy heterogéneas, éstas tienen un origen común: la desregulación del ciclo celular. 
Existen distintas líneas de evidencia que indican que la tumorigénesis es un 
proceso conformado por múltiples pasos, cada uno de los cuales genera alteraciones 
genéticas que conducen a la transformación progresiva de una célula normal en una 
célula neoplásica. A comienzos de este siglo, D. Hanahan y R. Weinberg, propusieron la 
existencia de seis alteraciones esenciales en la fisiología celular, presentes en todas las 
enfermedades neoplásicas: la capacidad proliferativa ilimitada de las células tumorales, 
facilitada por la presencia de señales proliferativas sostenidas y la evasión de mecanismos 
supresores de crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la capacidad de inducir 
angiogénesis y, finalmente, la invasión de tejidos distantes creando focos metastásicos 
(2). En esta revisión no se tuvo en cuenta el sistema inmune y su rol dual en la progresión 
tumoral como tampoco el rol del estroma tumoral (3,4). Sin embargo, la utilización de 
nuevas herramientas permitió enriquecer el conocimiento acerca de las propiedades de 
las enfermedades neoplásicas. Por lo tanto la visión reduccionista del cáncer compuesto 
únicamente por células tumorales, prevaleciente durante los últimos 50 años, fue 
abandonada, y ahora éste se concibe como un tejido complejo compuesto por múltiples 
tipos celulares que conforman el microambiente tumoral (Figura 1 A). En este contexto, 
en la actualización del trabajo de D. Hanahan y R. Weinberg del año 2011, el sistema 
inmune adquiere protagonismo (Figura 1 B) (5). 
La respuesta inmune anti-tumoral es el resultado de un complejo proceso 
dinámico que se establece entre las células tumorales, las células del sistema inmune y 
las células del estroma que conforman el microambiente tumoral. Los mecanismos a 
través de los cuales las células de la inmunidad innata detectan la presencia de un tumor 
no están aún completamente caracterizados, pero sabemos que el sistema inmune es 
capaz de montar respuestas anti-tumorales y que todas las lesiones neoplásicas 






tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa (6). El crecimiento de tumores en 
pacientes inmunocompetentes, por lo tanto, evidencia la existencia de mecanismos 
tumorales de evasión de la respuesta inmune. Además, la inflamación crónica promovida 
por el tumor ya establecido puede estimular la angiogénesis, la producción de factores de 
crecimiento y especies reactivas del oxígeno que favorecen la progresión de la 
enfermedad (4). 
Figura 1: El cáncer, mucho más que un conjunto de células tumorales. A) Además de células 
tumorales, en los tumores hay células endoteliales y pericitos que conforman la vasculatura, 
fibroblastos y células del sistema inmune. En el microambiente tumoral estas células adquieren 
características diferentes a las que están presentes en el estroma normal y pueden contribuir a la 
progresión tumoral. B) Alteraciones de la fisiología celular características del cáncer donde se 
destaca el rol dual del sistema inmune. Modificado de (5). 
Por lo tanto, la profundización del estudio de los mecanismos celulares 
involucrados en la respuesta inmune anti-tumoral es de suma importancia ya que 
representa la base del desarrollo de nuevas inmunoterapias y del estudio de nuevos 
biomarcadores con utilidad en el diagnóstico, pronóstico y tratamiento del cáncer (7,8). 
INMUNOLOGÍA TUMORAL: TEORÍA DE LAS 3 E 
El sistema inmune cumple diversos roles tanto en la progresión como en la 
prevención del cáncer. Por un lado, la inflamación crónica generada por el sistema 
inmune debido a la persistencia de un foco infeccioso puede favorecer la tumorigénesis 
(9). Por ejemplo, la infección con Helicobacter pylori favorece el reclutamiento de células 
derivadas de la médula ósea que contribuyen a la progresión del cáncer de estómago 






autoinmune, como en la enfermedad de Crohn, se asocia con un mayor riesgo de 
desarrollar carcinoma de colon (11). 
Por otro lado, el sistema inmune es capaz de proteger de la aparición de tumores 
inducidos por virus ya que puede detectar la presencia de infecciones virales y eliminar 
aquellas células infectadas. Entre estos se encuentran el cáncer de hígado, inducido por el 
virus de la hepatitis B (HBV) (12); el cáncer cervical, inducido por papilomavirus (13); el 
linfoma de Burkitt y el carcinoma nasofaríngeo, inducidos por el virus de Epstein-Barr 
(14); el sarcoma de Kaposi, inducido por el herpesvirus (15) y la leucemia T en adultos, 
inducida por el virus linfotrópico humano de células T (16).  
Además, la tumorigénesis es generalmente acompañada por la expresión 
aberrante de proteínas fetales (17) o la expresión de proteínas mutadas, debido a la 
propia inestabilidad genética que caracteriza a las células tumorales (18,19), lo que 
resulta en la generación de “antígenos tumorales” que son expuestos al sistema inmune y 
contra los cuales no existe tolerancia. Esto hace a las células tumorales susceptibles al 
reconocimiento y eliminación por el sistema inmune, en un proceso conocido como 
inmunovigilancia. 
De esta manera, en los tumores que se generan bajo la presión del sistema 
inmune se produce una suerte de selección darwiniana, donde muchas de las células 
tumorales son destruidas, pero sobreviven preferencialmente aquellas variantes que 
llevan mutaciones que les proporcionan una ventaja adaptativa, es decir, un aumento en 
la resistencia al sistema inmune (20).  
Teniendo en cuenta tanto la acción protectora sobre el hospedador como la 
acción modeladora del sistema inmune sobre el tumor en desarrollo, R. Schreiber postuló 
la hipótesis de inmunoedición del cáncer, un refinamiento del concepto de 
inmunovigilancia que tiene una visión más amplia de las interacciones entre el sistema 
inmune y el tumor. De acuerdo con esta hipótesis, el proceso de inmunoedición del 
cáncer puede dividirse en tres etapas denominadas: eliminación, equilibrio y escape (3). 
Cabe destacar que esta división no es fenoménica, y estas etapas no transcurren 
necesariamente de forma lineal ni unidireccionalmente, más bien se trata de un complejo 
proceso dinámico donde los distintos mecanismos que se desarrollan a continuación 






ELIMINA CI ÓN  
Durante esta primera fase del proceso de inmunoedición, las células del sistema 
inmune localizan, reconocen y destruyen células neotransformadas, intentando prevenir 
el desarrollo de un tumor maligno. A pesar de que este proceso nunca ha sido visualizado 
in vivo, existen numerosas evidencias clínicas que indican que la formación de tumores 
está restringida por la acción conjunta de componentes tanto celulares como humorales 
de la respuesta inmune innata y adaptativa. Así, se observa un aumento en la incidencia 
de tumores en pacientes transplantados inmunosuprimidos (21), en pacientes con 
inmunodeficiencias primarias (22) y en pacientes infectados con el virus de la 
inmunodeficiencia humana (23). La utilización de modelos tumorales en ratones knock 
out generados en los últimos años permitió, además, identificar algunas de las moléculas 
claves de la inmunovigilancia tumoral (24,25). Entre éstas se encuentran los interferones 
(IFN) de tipo I (26), el IFN- (27), la perforina (28) y TRAIL (29), subrayando la relevancia 
de la respuesta citotóxica durante la inmunovigilancia (30). 
En primera instancia, las células neotransformadas y del estroma circundante 
pueden producir señales inflamatorias y expresar moléculas que inducen el 
reclutamiento y activación de diversas células de la inmunidad innata como macrófagos, 
células dendríticas (DCs), células Natural Killer (NK), células NKT y linfocitos T (LT) con TCR 
, (Figura 2 A y B). Los macrófagos poseen gran capacidad fagocítica y, en esta etapa, 
pueden contribuir a la depuración del incipiente tumor por mecanismos que involucran 
especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (31). Las células NK, las células NKT y los LT 
 reconocen distintas moléculas expresadas por las células neotransformadas y 
producen diversos mediadores solubles (32-34). Entre éstos se destaca el IFN- que 
induce la producción de quemoquinas, como CXCL9, CXCL10 y CXCL11, que reclutan más 
células del sistema inmune (35). Como consecuencia de la acción del IFN- también se 
produce la muerte de células tumorales y los restos generados pueden ser fagocitados 
por DCs residentes. Para dar comienzo a la respuesta inmune adaptativa anti-tumoral, las 
DCs que fagocitaron restos de células tumorales deben recibir señales de activación en el 
microambiente tumoral para iniciar su maduración y migrar al ganglio linfático donde 






Aquellos LT que reconozcan esos antígenos se activarán y, según la presencia de 
distintos factores solubles en el entorno, los LT CD4 se polarizarán dando origen a 
distintos tipos de perfiles de respuesta inmune. Así, la interleuquina (IL) -12, secretada por 
las DCs maduras, contribuye a la polarización de los LT CD4 hacia un perfil Th1. Estos LT 
CD4 se caracterizan por expresar el factor de transcripción T-Bet y secretar IFN- y factor 
de necrosis tumoral (TNF) α (36,37) que, a su vez, facilitan la activación y diferenciación 
de los LT CD8. Luego, migran al foco tumoral guiados principalmente por CXCL9 y CXCL10 
(Figura 2 C y D) (38), donde los LT CD8 destruyen a las células tumorales que expresan el 
antígeno tumoral reconocido por su TCR y secretan IFN- (junto con las células NK y los LT 
CD4), lo que contribuye a la eliminación de las células tumorales (39). 
 
Figura 2: Fases del proceso de eliminación. A) Activación de las células de la inmunidad innata 
residentes al reconocer células tumorales. B) Reclutamiento de células NK y DCs. C) Presentación 
de antígenos tumorales en el ganglio linfático drenante del tumor. D) Reclutamiento de LT al foco 
tumoral. Modificado de (24). 
Si este proceso de eliminación resulta exitoso, el tumor es erradicado sin 
progresar a las fases siguientes. Sin embargo, mientras persistan células tumorales, 
puede iniciarse la fase de equilibrio. 
EQUILIBRI O Y ESCAPE  
Los tumores que no son eliminados en su totalidad pueden ser mantenidos en un 
estado latente durante prolongados períodos de tiempo, en un equilibrio dinámico 






contrarrestada por la actividad citotóxica y citostática del sistema inmune. En modelos 
murinos se observó que, en esta etapa, la restricción del crecimiento tumoral es 
dependiente de IL-12, de IFN- y de los LT, pero no de las células NK (40). Las células 
tumorales en esta fase aún son inmunogénicas pero, dada la inestabilidad genética que 
caracteriza a los tumores, incorporan progresivamente mutaciones y cambios 
epigenéticos aleatorios que, eventualmente, conducen al surgimiento de clones menos 
inmunogénicos. Al no ser reconocidos por el sistema inmune, estos clones son 
seleccionados; ahora pueden proliferar sin las restricciones de las primeras etapas, 
estableciendo un microambiente con las características propias de un sitio 
inmunoprivilegiado y, finalmente, pueden entrar en la fase de escape, donde suelen 
comenzar los signos clínicos de la enfermedad (Figura 3) (3,41). En la fase de escape, el 
sistema inmune es finalmente “dominado” por el tumor y las células que en las etapas 
previas colaboraban con la erradicación de las células tumorales, pueden adquirir incluso 
propiedades regulatorias que contribuyen a crear un microambiente 
inmunosupresor(42). 
Figura 3: Las fases de equilibrio y escape en la inmunoedición del cáncer. Durante la fase de 
equilibrio la inestabilidad genética que caracteriza a las células tumorales permite la aparición de 
clones con capacidad de evadir la respuesta inmune, por lo que son seleccionados en un proceso 
que se denomina inmunoedición. Dichos clones, resistentes al sistema inmune, son los que 
alcanzarán la fase de escape. Modificado de (24). 
El tumor podrá crecer exponencialmente en tanto los requerimientos de 
nutrientes y oxígeno no superen la capacidad de la vasculatura existente. Cuando esto 
ocurre, se genera una condición de isquemia en el tejido que induce la expresión de 






cuales VEGFA es el más ubicuo entre los tumores. A medida que aumenta la hipoxia en el 
tejido, aumenta la secreción de VEGFA generando un desbalance entre los factores pro-
angiogénicos y anti-angiogénicos que determina el switch de la célula endotelial de un 
estado quiescente a uno angiogénico. El switch angiogénico permite que la formación de 
vasos sanguíneos acompañe el crecimiento del tumor promoviendo su desarrollo (43). 
Los pericitos, que en la vasculatura normal se encuentran en estrecho contacto con el 
endotelio, son menos abundantes en la vasculatura tumoral y pueden ser reemplazados 
por células tumorales (44). De esta manera, se facilita el acceso de las células tumorales a 
la vasculatura, a través de la cual son capaces de colonizar nichos distantes dando origen 
a focos metastásicos donde el sistema inmune ejerce escaso control sobre el crecimiento 
tumoral. 
EL ÚLTIMO BASTIÓN 
A pesar de que los tumores que se detectan en la clínica están fuertemente 
inmunoeditados y en la fase de escape, es importante destacar que el infiltrado de LT 
CD8 tiene un valor pronóstico positivo. Se ha demostrado que la evaluación de la 
presencia de LT CD8 y, particularmente, de LT CD8 de memoria en el tumor provee un 
método para estimar el riesgo de recidiva y de muerte (8). En un estudio realizado en una 
cohorte de más de 600 pacientes con cáncer colorectal en estadíos tempranos, se evaluó 
la densidad de LT CD8 y de LT CD8 de memoria en el centro y en el margen del tumor por 
inmunohistoquímica. Utilizando estos parámetros se calculó un immunoscore (I) y se 
estratificó a los pacientes en un inmunoscore entre 0 y 4, donde un I=0 corresponde a 
muestras con baja densidad de LT CD8 y LT CD8 de memoria y un I=4, a muestras con alta 
densidad de LT CD8 y LT CD8 de memoria tanto en centro como en el margen del tumor. 
Se observó que la incidencia de recidiva a 5 años sólo fue del 4,8% de los pacientes con 
I=4, pero fue del 72% en los pacientes de I=0-1 (45). Se encontraron resultados similares 
en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas (46,47) y con 
hepatocarcinoma (48). Esta evidencia clínica sugiere que incluso en tumores clínicamente 
detectables, y por lo tanto en la fase de escape, aún existen células que conservan cierta 







Por lo tanto, a continuación, profundizaremos en el marco teórico que sustenta 
nuestro conocimiento sobre la biología de los LT CD8; de las DCs, cruciales para iniciar la 
respuesta de los LT CD8, y también de las células NK, que comparten funciones efectoras 
con los LT CD8 y, además, modulan la actividad de las DCs. 
LT CD8 
Los LT CD8 son células de la inmunidad adaptativa y, como tales, reconocen 
antígenos específicos. Una vez activados, mediarán la destrucción de células target 
gracias a su capacidad citotóxica y de secretar IFN-. La capacidad del sistema inmune 
adaptativo de ignorar los antígenos propios y generar una respuesta específica frente a 
antígenos extraños, como los antígenos tumorales, radica fundamentalmente en la 
ontogenia de los LT. Gracias al proceso de recombinación somática al que están 
sometidos los genes que codifican para el TCR, los LT son capaces de reconocer una 
amplísima variedad de antígenos peptídicos presentados en el contexto de moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Durante su desarrollo, los LT inmaduros 
son seleccionadas en base a su capacidad de interaccionar débilmente con antígenos 
propios expresados en el timo, dando lugar a un repertorio estimado de 100 millones de 
LT CD8 naive diferentes, cada uno con una especificidad propia. El corolario evidente que 
se desprende del inmenso número de clones posibles es que cada clon está representado 
en una bajísima frecuencia; matemáticamente, se calcula que no superan, en total, las 
200 células (49,50). Este pequeñísimo número de células está distribuido en todo el 
organismo y circula diariamente atravesando los distintos órganos linfoides secundarios, 
recibiendo señales de sobrevida mediante las interacciones débiles que establece a 
través de su TCR. 
Los LT CD8 naive expresan elevados niveles de CD62L (L-selectina) y de CCR7 lo 
que facilita la entrada a los órganos linfoides secundarios guiados por las quemoquinas 
CCL19 y CCL21. Cuando eventualmente, a través de su TCR, detectan a su antígeno 
específico en el contexto de moléculas del MHC de clase I en una célula presentadora de 
antígeno (CPA), se genera la 1a señal de activación; si esta se produce en ausencia de una 
2a señal dada por el reconocimiento de moléculas coestimulatorias a través de CD28, la 






señales, se activará y atravesará un proceso de expansión clonal aumentando su número 
inicial hasta 100000 veces (49), diferenciándose tanto en células efectoras como de 
memoria. Recientemente se ha demostrado que la progenie de un único LT CD8 naive 
puede, independientemente de su avidez y del sitio de activación, dar origen tanto a 
células efectoras como a células de memoria que se distribuirán por todos los órganos 
linfoides secundarios (51). Para lograr su máxima expansión in vivo, los LT CD8, además 
de recibir las dos señales mencionadas, necesitan ser estimulados por citoquinas pro-
inflamatorias como IL-12 e IFN-α/β (52). Mientras que, para diferenciarse en células 
efectoras funcionales y células de memoria capaces de generar una respuesta secundaria 
efectiva, la señal clave es provista por IL-2 (53). 
En los LT CD8 activados, se produce una disminución en la expresión de CD62L y 
de CCR7 junto con un aumento en la expresión CXCR3, lo que les permite entrar a los 
tejidos periféricos inflamados y “comprometerse” como células efectoras (54). Estos LT 
CD8 efectores adquieren capacidad citotóxica, lo que les permite eliminar aquellas células 
que presenten el antígeno específico en sus moléculas del MHC de clase I (55). Si bien en 
este punto ya no requieren una 2a señal provista por moléculas coestimulatorias, para 
que se produzca la sinapsis inmunológica es necesaria la interacción entre distintas 
moléculas de adhesión, como CD103 o LFA-1, con la célula target (56). 
La citotoxicidad puede ser llevada a cabo a través de dos mecanismos diferentes: 
la vía secretoria y la vía de receptores de muerte celular. La vía secretoria involucra el 
establecimiento de una sinapsis inmunológica con la célula target, la polarización de los 
gránulos citotóxicos hacia el sitio de contacto entre ambas células y la liberación del  
contenido de los gránulos en la sinapsis inmunológica. Los gránulos citotóxicos contienen 
diferentes componentes que inducen la muerte de las células target. Entre ellos, los más 
relevantes son la perforina (proteína desestabilizante de membrana) y las granzimas 
(serinproteasas capaces de activar caspasas) (57). La internalización de estos 
componentes conduce a la formación de una vacuola de pH ácido, induciendo la 
activación de las perforinas que ejercen efectos desestabilizantes sobre la membrana de 
la vacuola endocítica y permitiendo que la granzima B acceda al citosol de la célula target 
y active el sistema de caspasas que inducen la muerte por apoptosis (58). En la 






ocurrió la degranulación, pasa a formar parte de la membrana celular, convirtiéndose en 
un marcador muy útil de la actividad citotóxica (59).  
En el segundo mecanismo de citotoxicidad, la vía de receptores de muerte celular, 
participan miembros de la familia del TNF tales como el ligando de Fas (FasL) (60) y 
TRAIL(61). 
Los LT CD8 activados no solo son capaces de ejercer citotoxicidad, sino que 
también pueden producir citoquinas tales como IFN- y TNF-α. El IFN- es fundamental en 
la defensa contra patógenos intracelulares y en la inmunidad anti-tumoral, ya que 
favorece el procesamiento y presentación de antígenos en moléculas del MHC de clase I. 
Además, favorece la generación de respuestas pro-inflamatorias ya que, por un lado, 
promueve la diferenciación de macrófagos hacia un perfil M1 y, por otro, induce un 
aumento en la producción de IL-12 por las DCs perfilando la respuesta de los LT CD4 naive 
hacia un perfil de tipo Th1 (62). En el contexto de un tumor, el IFN- es capaz de actuar 
directamente sobre las células tumorales, provocando la muerte por arresto del ciclo 
celular (63) y por apoptosis (64) y, adicionalmente, aumentando su inmunogenicidad, 
debido a la inducción de la expresión de moléculas del MHC de clase I (65). Además, fue 
observado que la sensibilidad al IFN- por parte de las células tumorales es un requisito 
para el desarrollo de una respuesta antitumoral eficiente y que dicha respuesta depende 
de la presencia de LT (27). 
Si bien el TNF-α también es una potente citoquina pro-inflamatoria, durante 
procesos de inflamación crónica su secreción está frecuentemente desregulada 
contribuyendo a la patogenia, por lo que en cáncer se le atribuye un rol dual (66). 
Además de las funciones clásicas descriptas, recientemente se ha reportado un rol 
regulatorio de los LT CD8 efectores previniendo la injuria tisular a través de la secreción 
de la citoquina inmunosupresora IL-10, utilizando modelos de infecciones virales que 
afectan el tracto respiratorio (67) y el sistema nervioso central (68). Es importante 
destacar que, aunque la producción de IL-10 por parte de los LT CD8 efectores en los 
tejidos inflamados tiene un efecto supresor, ya que inhibe la proliferación de los LT, ésta 
representa un estado transiente y reversible, que evita el daño tisular colateral sin afectar 
la capacidad citotóxica ni la producción de citoquinas inflamatorias de los LT CD8 (68). Por 






son capaces de secretar IL-10 al ser estimulados en condiciones de hipoxia (69) y, en 
pacientes con cáncer nasofaríngeo, se detectaron LT CD8 FoxP3+ productores de IL-10 
con capacidad inmunosupresora in vitro; sin embargo, aún no se conoce su significado 
clínico (70). 
Luego de la fase de activación de los LT, se produce una fase de contracción. Entre 
el 90 y el 95% de las células que fueron expandidas entrará en apoptosis, mientras que 
entre el 5 y el 10% perdurará como células de memoria y serán capaces de responder 
rápidamente frente a un segundo encuentro con el antígeno. Sorprendentemente, el 
comienzo y la duración de esta fase son independientes de la magnitud de la expansión, 
de la naturaleza del antígeno o su cantidad, y del tiempo de exposición, indicando que 
son eventos tempranos los que determinan la fase de contracción (71). Sin embargo, si el 
estímulo antigénico perdura, las células de memoria generadas adquieren características 
de células exhaustas y no son capaces de responder al antígeno persistente. Los LT CD8 
exhaustos fueron inicialmente identificados durante infecciones crónicas de ratón y luego 
también fueron observados en pacientes humanos con cáncer. Particularmente, en 
cáncer existen muchos factores extrínsecos potencialmente involucrados en el 
agotamiento de los LT CD8 como citoquinas inmunosupresoras, células infiltrantes con 
propiedades regulatorias y las propias células tumorales (72). Los LT CD8 exhaustos se 
caracterizan por expresar elevados niveles de receptores inhibitorios, como PD-1, TIM-3 y 
CTLA-4, y por presentar una capacidad disminuida de secretar citoquinas y de eliminar 
células target. Además, presentan una disminución en la expresión de los receptores de 
IL-15 y de IL-7 afectando su capacidad de recibir señales de sobrevida (73). Este proceso 
conduce a la alteración del patrón de inmunodominancia que se había generado durante 
la fase de activación, pudiéndose incluso perder la capacidad de responder frente a 
alguno de los epitopes si se deleciona un clon que recibió un estímulo crónico (74,75). 
Los factores que regulan la fase de contracción no están totalmente 
caracterizados. Sin embargo, se postuló que la deprivación de citoquinas generada 
debido a la competencia por estos recursos limitados entre las células expandidas podría 
ser la causa primaria de la muerte de los LT CD8 durante esta fase (76). Otra hipótesis se 
basa en la observación de que las células precursoras de memoria (caracterizadas con el 






“destino” de la célula ya está determinado antes de la fase de contracción (77). Otros 
estudios mostraron que la muerte de los LT CD8 es independiente de caspasas (78) y que 
tampoco puede ser evitada mediante la sobre-expresión de las proteínas anti-apoptóticas 
bcl-2 ni bcl-xl (79), pero sí depende de expresión de la proteína pro-apoptótica bim (80). 
Un trabajo reciente muestra que la contracción de la población de LT CD8 efectores se 
debe a que los LT regulatorios (células Treg) eliminan selectivamente a los LT CD8 que 
expresan el receptor de manosa-6-fosfato (M6P) pero no así a los LT CD8 M6P-, y que esta 
última subpoblación corresponde a la de memoria (81). Sin embargo, este trabajo no 
explora cuáles son los factores que determinan que un determinado LT CD8 exprese o no 
dicho receptor. 
Los LT CD8 de memoria expresan el marcador CD44 y se subdividen en dos 
poblaciones: memoria efectora (LT CD8ME, CD44
+CD62L-CCR7-) y memoria central (LT 
CD8MC, CD44
+CD62L+CCR7+). Los LT CD8ME debido a la ausencia de expresión de CD62L y 
CCR7 se distribuyen preferencialmente en los tejidos no linfoides y tienen un alto 
potencial citotóxico ante un segundo encuentro con su antígeno, actuando como 
centinelas al brindar protección inmediata frente a un nuevo desafío en la periferia. Los 
LT CD8MC, en cambio, se concentran en los tejidos linfoides secundarios y tienen gran 
capacidad proliferativa, pudiendo generar nuevos LT CD8 efectores si existiera un desafío 
sistémico (82,83). El aporte relativo de estas dos poblaciones celulares en la respuesta 
inmune secundaria es un tema de extenso debate y muchos reportes jerarquizan la 
respuesta de los LT CD8MC en base a su mayor potencial proliferativo (75,84,85). En 
cáncer, hay evidencias que demuestran el rol protector de ambas poblaciones (86). Sin 
embargo, se basan en experimentos de transferencia adoptiva que no permiten estudiar 
el desarrollo de la respuesta inmune secundaria espontánea. Un estudio clínico sobre 959 
resecciones de tumores de colon, mediante la determinación de la presencia de 
diferentes células del infiltrado, reveló que el infiltrado de LT CD8ME correlaciona con una 
mayor sobrevida y un menor grado histológico del tumor y riesgo de metástasis (87) 
De esta manera, considerando la capacidad de reconocer específicamente células 
tumorales, sus funciones efectoras y la posibilidad de diferenciarse en células de 






tumoral. Sin embargo, todas estas propiedades están supeditadas a su activación por las 
CPA, en particular las DCs. 
DCS  
Las DCs son un grupo especializado de CPA, fundamentales para la activación de 
los LT naive. Poseen gran plasticidad funcional y juegan un papel crucial como 
“intérpretes” de las señales del entorno, lo que les permite definir el perfil de la 
respuesta inmune adaptativa, siendo capaces tanto de promoverla como de inhibirla (88). 
Las DCs presentan funciones específicas muy diferentes según su estado de maduración.  
Las DCs inmaduras (iDCs) tienen alto potencial endocítico e incorporan, procesan y 
presentan diversos antígenos, incluyendo antígenos tumorales (89). La endocitosis de 
antígenos solubles puede ser inespecífica, a través del mecanismo de macropinocitosis, 
pero también puede ser específica, ya que estas células cuentan con un repertorio de 
receptores endocíticos. Entre estos receptores se destacan CD16, que detecta 
inmunocomplejos; receptores de lectinas de tipo C, que permiten reconocer antígenos 
glicosilados, y CD36 que, mediante el reconocimiento de fosfolípidos oxidados, participa 
en la internalización de células apoptóticas promoviendo la inflamación estéril (90,91).  
Las DCs son capaces de detectar la presencia de infecciones y procesos 
inflamatorios en los tejidos debido a que expresan receptores de reconocimiento de 
patrones (PRR, Pattern Recognition Receptor) que permiten detectar patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Pattern) y 
patrones moleculares asociados a daño (DAMPs, Damage-Associated Molecular Pattern). 
Entre los PRR se destacan los receptores de tipo toll (TLR), compuestos por una familia de 
proteínas transmembrana localizadas en la superficie celular o en endosomas; los 
receptores tipo NOD (NLRs) de localización citoplasmática; los receptores de tipo RIG-I 
(RLRs), que reconocen RNA viral, y los ya mencionados receptores de lectinas de tipo C, 
entre otros. El reconocimiento a través de cualquier PRR induce la maduración y la 
activación de las DCs; sin embargo, cada PRR desencadena la activación de distintas vías 
de señalización específicas en las DCs, induciendo la producción de distintos patrones de 
mediadores solubles (citoquinas y quemoquinas), lo que permite el perfilado diferencial 






Los PAMPs son estructuras moleculares conservadas en distintos grupos de 
patógenos (como LPS, DNA bacteriano, RNA de doble cadena, flagelina, etc) y sus 
receptores están bien caracterizados. Por otro lado, los DAMPs son moléculas que 
normalmente tienen localización intracelular y, por lo tanto, están “ocultas” para las DCs 
pero, cuando la célula muere, pueden ser liberadas al medio extracelular actuando como 
adyuvantes endógenos de la respuesta inmune (92). Si bien fueron descriptas numerosas 
moléculas que actúan como DAMPs, entre las que se encuentran HMGB1, proteínas de 
shock térmico, ácido úrico, ATP, DNA de doble cadena, proteínas glicadas, heparán 
sulfato y péptidos formilados, sus receptores no están completamente caracterizados. 
Algunas de estas moléculas activan TLRs y NLRs, compartiendo las vías de señalización 
con PAMPs, y otras son reconocidas por receptores específicos de DAMPs, como RAGE 
(receptor de productos finales de glicosilación avanzada) y cGAS, que activa la vía de 
STING al reconocer DNA citoplasmático (93-96). 
Una vez que las DCs reconocen estructuras a través de sus PRR, comienza su 
maduración con un cambio en el patrón de expresión de sus receptores de quemoquinas, 
disminuyendo la expresión de los que las atrajeron a los tejidos, como CCR1, CCR5 y 
CCR6, así como de la molécula de adhesión E-cadherina que las mantiene ancladas a la 
epidermis. Asimismo, comienzan a expresar CCR7, lo que las hace sensibles a las 
quemoquinas CCL21 y CCL19 que las guían, primero, hacia los vasos linfáticos aferentes y, 
luego, a través de los órganos linfáticos secundarios donde se producirá el encuentro con 
los LT naive que también expresan CCR7. Durante esta migración se completa la 
maduración de las DCs, que disminuyen su capacidad fagocítica e incrementan los niveles 
de expresión de moléculas relacionadas con la presentación antigénica, como las 
moléculas del MHC de clase I y de clase II y moléculas co-estimulatorias como CD80 y 
CD86, lo que les permitirá activar a los LT naive en el ganglio. 
Además de las vías clásicas de presentación de antígeno, la vía exógena o 
endocítica y la vía endógena o biosintética, existen mecanismos adicionales que permiten 
que estas vías se crucen. Mediante el fenómeno de presentación cruzada, los antígenos 
exógenos endocitados son transportados al citosol, procesados en el proteasoma y 






representa un mecanismo fundamental para la activación de LT CD8 específicos contra 
antígenos virales y tumorales (97). 
Se han descripto diversos factores que modulan la capacidad de las DCs de 
realizar presentación cruzada: la naturaleza del antígeno, la presencia de factores 
estimulatorios y, también, la fase de la respuesta inmune (90). Frente a infecciones 
virales, las DCs cuentan con un vasto repertorio de receptores que les permite endocitar 
partículas virales y otros tantos receptores de PAMPs, que facilitan su activación. 
Además, los IFN-α/β producidos por las células infectadas por virus estimulan toda la 
maquinaria responsable de la presentación cruzada de antígenos (98). Entre las distintas 
subpoblaciones de DCs conocidas, las DCs CD8α+ constituyen la subpoblación 
especializada en la presentación cruzada de antígenos necesaria para la activación de LT 
CD8 en el contexto de una infección viral (99). 
El microambiente tumoral, por otro lado, representa una matriz muy compleja y 
aún no se comprende del todo cómo, ante la ausencia de estímulos inflamógenos 
exógenos, las iDCs pueden activarse y orquestar una respuesta inmune anti-tumoral 
espontánea. En este contexto, toma particular importancia el reconocimiento de los 
DAMPs, entre los cuales el DNA derivado del tumor parece ser el más relevante. Aunque 
aún no se conoce cómo el DNA endocitado alcanza el citosol de las DCs, recientemente se 
demostró en modelos murinos que las DCs, son capaces de detectar DNA derivado del 
tumor a través de cGAS, lo que activa la vía de STING e induce la producción de IFN- 
(100). Luego, el IFN-β actúa sobre las DC CD8α+ facilitando la presentación cruzada y la 
activación de LT CD8 específicos contra antígenos tumorales (26,101). Adicionalmente, 
diversas terapias antitumorales convencionales son capaces de potenciar la respuesta 
inmune anti-tumoral. De hecho, la activación de la vía de STING y la producción 
subsecuente de IFN- contribuye a la eliminación de los tumores inducida por radiación 
(102). Por otra parte, se encontró que las células tumorales necróticas que se generan 
como resultado de la quimioterapia liberan HMGB1, que es capaz de activar DCs a través 
de TLR4 (103). 
Sin embargo, los tumores no solo inducen la activación y la maduración de las 
DCs, sino que también pueden inhibir su funcionalidad a través de distintos mecanismos. 






conducen a la apoptosis de las DCs (104,105). Recientemente se ha demostrado que la 
expresión de PD-1 juega un rol importante en la apoptosis de DCs maduras (mDCs) (106) 
y, teniendo en cuenta que diversos tumores expresan PD-L1, este mecanismo podría ser 
relevante en el microambiente tumoral. De esta forma, la inducción de la muerte en las 
mDCs limitaría su capacidad de orquestar una respuesta inmune anti-tumoral efectiva. 
Adicionalmente, la maduración de las DCs puede estar inhibida en el 
microambiente tumoral, favoreciendo la acumulación de iDCs. En las últimas décadas, 
numerosos grupos describieron en distintos estudios los alcances de este fenómeno. En 
pacientes con cáncer de colon (107), cuello de útero (108), pulmón (109), hígado (110) y 
mama (111), se ha encontrado que las DCs expresan bajos niveles de moléculas co-
estimulatorias. En algunos casos no sólo presentan un fenotipo alterado, sino también 
pueden estar afectadas la producción de IL-12, la capacidad endocítica y la maquinaria de 
presentación antigénica (89). 
La apoptosis y la inhibición de la maduración de las DCs intratumorales no son 
suficientes para justificar la capacidad inmunosupresora que pueden presentar 
activamente en algunos modelos tumorales. Muchos factores presentes en el 
microambiente tumoral pueden promover la activación de STAT3 en las DCs como IL-10, 
IL-6, TGF-β, prostaglandina E2 (PGE2) y Galectina-1 (Gal-1) induciendo su diferenciación a 
DCs regulatorias (regDCs) (112-115). Las regDCs, a través de la secreción de IL-10, TGF-β, 
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y arginasa, no sólo suprimen las funciones efectoras de 
los LT, sino que inducen el reclutamiento y la expansión de células Treg, contribuyendo al 
escape tumoral (112). 
Así vemos que las DCs, gracias su gran plasticidad funcional, adquieren un rol 
central en la inmunología tumoral. Por un lado, son esenciales para la puesta en marcha 
de la respuesta adaptativa anti-tumoral, pero también pueden ser responsables de 
generar tolerancia frente al tumor en crecimiento. 
Finalmente, no se puede terminar de comprender la fisiología de las DCs sin aludir 
a las células NK. En los últimos años se descubrió que las células NK juegan un rol crucial 
en la “edición de las DCs”, que consiste tanto en la inducción de la muerte de las iDCs 







CÉLULA S NK 
Las células NK son células linfoides de la inmunidad innata que constituyen la 
primera línea de defensa contra células tumorales y células infectadas con patógenos 
intracelulares. En ratones, las células NK pueden ser identificadas como células 
CD49b+CD3- y, en humanos, se definen como células CD56+CD3- y se subclasifican en dos 
grupos según la expresión de CD56. La mayoría de las células NK circulantes presentan 
baja expresión de este marcador (CD56dim), mientras que la subpoblación minoritaria de 
células NK de sangre periférica expresa altos niveles de CD56 (CD56 bright) y reside 
predominantemente en los órganos linfoides secundarios. 
Entre las funciones efectoras de las células NK, al igual que los LT CD8, se destacan 
su actividad citotóxica y su capacidad de producir citoquinas como IFN- y TNF-α, entre 
otras (117). Pero las células NK, a diferencia de los LT, no requieren ser previamente 
activadas por una CPA para adquirir sus funciones efectoras, por lo que se sitúan en la 
“primera línea de defensa” frente a los patógenos intracelulares y células tumorales, 
siendo la principal fuente de IFN- durante las primeras fases de la respuesta 
inmune(118). 
Los mecanismos de citotoxicidad también involucran a la vía secretoria y a la vía 
de receptores de muerte celular. Las células NK en reposo almacenan FasL en sus 
endosomas, que se transloca a la superficie celular cuando son activadas (119). La 
expresión de TRAIL también es inducible y, mediante experimentos in vivo, se demostró 
que su inducción, mediada por IFN- en las células NK, contribuye a la prevención del 
crecimiento de tumores primarios y de la diseminación de metástasis experimentales 
(120). Respecto a la vía secretoria, a diferencia de lo que sucede en los LT CD8, las células 
NK expresan constitutivamente granzimas y perforinas (121); sin embargo, gracias a que 
la exocitosis de sus lisosomas es un proceso finamente regulado y altamente ordenado, 
no eliminan células de manera “indiscriminada” (122). 
El estado de activación de las células NK depende del balance de la actividad de 
quinasas y fosfatasas que resulta de la integración de las señales recibidas a través de sus 
múltiples receptores, tanto activadores como inhibitorios. La actividad de las células NK 
se encuentra normalmente restringida por receptores que median señales inhibitorias y 






Los receptores inhibitorios más estudiados son los KIR en humanos, ILT-2 y la familia Ly49 
en ratones, y los heterodímeros CD94/NKG2A en ambas especies (123-126). Estos 
receptores reconocen generalmente moléculas del MHC de clase I que están presentes 
constitutivamente en la mayoría de las células normales, pero su expresión puede 
disminuir en condiciones de estrés celular. 
Sin embargo, las células NK pueden activarse rápidamente, tanto por la acción de 
citoquinas inflamatorias como por el contacto con células target que hayan perdido la 
expresión de moléculas de MHC de clase I o que expresen ligandos reconocidos por sus 
receptores activadores (127). Ente los receptores estimulatorios, el mejor caracterizado 
es NKG2D, que se expresa constitutivamente en las células NK. NKG2D reconoce a las 
proteínas MICA/B y ULBPs en humanos y RAE-1, H60 y MULT-1 en células murinas, que 
son inducidas por estrés en las células tumorales (128) y en células infectadas con virus u 
otros patógenos intracelulares (129). La interacción entre NKG2D y sus ligandos induce la 
fosforilación de la proteína adaptadora DAP10 y la consecuente activación de los circuitos 
de señalización de la PI3-quinasa que llevan a la activación de las células NK y la 
degranulación (130). Otros receptores activadores relevantes para el reconocimiento de 
células tumorales son los NCRs (34) como NKp30 (131) y NKp46 (132), de expresión 
constitutiva, y NKp44 (133), que únicamente se expresa en las células NK activadas. 
Además, las células NK expresan CD16, el cual reconoce la región Fc de la IgG y les 
permite mediar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA). De esta 
manera, a través de la sumatoria de los múltiples estímulos que recibe del entorno, las 
células NK pueden tener actividad citotóxica frente a sus targets evitando al mismo 
tiempo afectar las células normales.  
Las células NK de ratón atraviesan un programa de maduración en cuatro etapas, 
que se diferencian según los niveles de expresión de CD11b y CD27. En la primera etapa, 
expresan bajos niveles de ambos marcadores (CD11blowCD27low); luego, se produce un 
aumento en la expresión de CD27 (CD11blowCD27high), seguido por un aumento de CD11b 
(CD11bhighCD27high) y, en el estadío terminal, disminuye la expresión de CD27 
(CD11bhighCD27low). En su estadío inicial, las células NK presentan gran potencial 
proliferativo y mínimas funciones efectoras que comienzan a adquirir a medida que 






las células NK tienen características de células exhaustas, pierden sus funciones efectoras 
y son muy susceptibles a la apoptosis espontánea (134). A su vez, las células NK CD11b+ 
pueden dividirse en dos subpoblaciones de acuerdo a la expresión de Ly6C: las células 
Ly6Clow son activas, mientras que las Ly6Chigh se encuentran en estado de reposo (135). 
Recientes estudios identificaron al receptor inhibitorio KLRG1 como un marcador de 
maduración de las células NK que se expresa sólo en las células NK CD11bhighCD27low. Las 
células NK KLRG1+ se acumulan en ratones que atravesaron una expansión numérica de 
células NK, como por ejemplo durante la infección con el citomegalovirus murino 
(MCMV) (136), debido a la proliferación homeostática (137) o por estimulación crónica 
con IL-15 (138). KLRG1 reconoce distintas cadherinas y a través de su interacción con 
estos ligandos inhibe la actividad citotóxica de las células NK (139). De esta manera, la 
expresión de KLRG1 en las células NK terminalmente diferenciadas cumpliría un 
importante rol homeostático y explicaría, en parte, por qué estas células presentan una 
disminución en sus funciones efectoras. 
Existen múltiples reportes que muestran el rol crucial de las células NK en la 
eliminación de células tumorales (140-142). La evidencia más importante de este rol en 
humanos es un estudio a largo plazo, donde se demostró que individuos con baja 
actividad citotóxica en sus células NK presentan un riesgo significativamente mayor de 
padecer cáncer en comparación con aquellos individuos con mediana o alta actividad 
(143). Sin embargo, una vez que el tumor entra en la fase de equilibrio y escape, el rol de 
las células NK no está totalmente elucidado. Recientemente el laboratorio de R. Schreiber 
desarrolló un modelo murino que permite el estudio de tumores en la fase de equilibrio, 
posibilitando la investigación del rol de los distintos componentes del sistema inmune 
durante esta fase. Utilizando este modelo, luego de una única dosis con el carcinógeno 
metilcolantreno, se observó que ratones que no habían desarrollado tumores luego de 
300 días, tampoco lo hacían al depletarlos de células NK pero sí desarrollaban tumores 
cuando los trataban con una combinación de anticuerpos (Acs) depletantes α-CD4, α-CD8 
y α-IFN-. De esta forma, se infirió que las células NK no tienen actividad anti-tumoral en 
la fase de equilibrio (40). Por otro lado, en pacientes con cáncer de pulmón de células no 
pequeñas, se encontró que las células NK infiltrantes de los tumores son 






capacidad citotóxica (144). Además, una vez que el tumor está establecido, se han 
reportado numerosos mecanismos que explican cómo el microambiente tumoral puede 
comprometer la funcionalidad de las células NK. Éstos involucran tanto a otras células del 
infiltrado, como las células Treg y las células mieloides supresoras (MDSCs), como a los 
factores solubles TGF-β, PGE2 o adenosina (145). 
Recientemente, se empezó a considerar la posibilidad de que las células NK en el 
microambiente tumoral no sólo presenten funciones efectoras comprometidas, sino que 
además ejerzan funciones protumorales (146). Fisiológicamente, cuando participan en la 
“construcción“ de un tejido, como en el caso de la reparación de heridas o en la decidua 
durante el embarazo, las células NK tienen actividad proangiogénica (147,148). De forma 
análoga, se ha reportado que las células NK intratumorales en pacientes con cáncer de 
pulmón de células no pequeñas producen grandes cantidades de VEGF, posiblemente 
inducido por TGF-β y, de esta forma, podrían contribuir al escape tumoral (149). Además 
de las funciones proangiogénicas reportadas, las células NK serían capaces promover el 
escape tumoral mediante la regulación de distintas células del sistema inmune. Por 
ejemplo, se ha descripto que, a través de la secreción de la quemoquina CCL22, las 
células NK pueden reclutar células Treg al microambiente tumoral (150) y que las células 
NK C11b+CD27+, en presencia de GM-CSF, pueden desdiferenciarse y convertirse en 
MDSCs (151). 
Por otro lado, se ha descripto que las células NK pueden ejercer un rol regulatorio 
sobre LT CD8 (152-157), LT CD4 (152,153,158,159) y DCs (160-162) en diversos modelos 
de infecciones virales (155,156,160,163), transplante (164) y autoinmunidad (165). Sin 
embargo, aún no se conoce si estos mecanismos pueden tener relevancia en la respuesta 
inmune anti-tumoral. 
Respecto a los LT, se demostró que las células NK activadas con IL-2 pueden 
eliminar LT CD8 y LT CD4 activados, tanto en ratones (152) como en humanos (153), 
reconociéndolos a través de NKG2D. También, mediante la vía de TRAIL las células NK 
activadas son capaces de eliminar LT CD8 en el contexto de la infección por HBV (157) y 
LT CD4 durante la infección con MCMV (163). En otro reporte, se observó que durante 
una infección con el virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV), las células NK pueden 






Adicionalmente, se demostró que la depleción de células NK favorece la resolución de la 
infección con LCMV, debido a que estas células limitan la respuesta anti-viral de los LT 
CD8 utilizando un mecanismo que involucra NKG2D y es mediado por perforina (156). La 
actividad citotóxica de las células NK sobre LT CD8, dependiente de NKG2D y perforina, 
afecta la generación de LT CD8 de memoria en ratones inmunizados con el péptido de 
ovoalbúmina (OVA) (154). Adicionalmente, las células NK también pueden regular a los LT 
a través de la secreción de citoquinas inmunosupresoras. Se observó que el TGF-β 
producido por células NK humanas gatilla funciones regulatorias en los LT CD8 in vitro 
(166) y que la IL-10 producida por células NK restringe las funciones efectoras de los LT 
CD8 en un modelo murino de infección con MCMV (167) y la proliferación antigeno-
específica de LT CD4 humanos (168). 
Es interesante destacar que los LT activados también presentan mecanismos que 
les permiten “defenderse” de la actividad citotóxica de las células NK, contrarrestando 
esta actividad regulatoria. Por ejemplo, los LT CD8 CD48+ pueden eludir la actividad 
citotóxica de las células NK a través del receptor inhibitorio 2B4 (155), mientras que la 
interacción entre Qa-1 y NKG2A protege a los LT CD4 activados de la acción citotóxica de 
las células NK NKG2A+(158). 
Las células NK también pueden regular la respuesta de los LT, indirectamente, 
actuando sobre las DCs. Utilizando un modelo de infección con LCMV, se observó que, en 
los ratones depletados de células NK, las DCs tienen mayor capacidad de estimular la 
proliferación de los LT CD8 (160). Resultados similares fueron hallados utilizando el 
modelo de infección con MCMV, donde se observó que las células NK limitan la 
frecuencia de DCs que presentan antígenos virales y, en consecuencia, regulan la 
activación de los LT (161).  
La relación entre las células NK y las DCs es muy compleja y, así como en algunos 
casos puede tener consecuencias inmunosupresoras, en otros contextos, puede 
favorecer la inflamación. 
D IÁLOG O RE CÍPROCO ENTRE DCS Y CÉLU LAS NK 
Los mecanismos de interacción entre las DCs y las células NK suelen ser descriptos 
bajo el concepto de “diálogo recíproco” debido a que son bidireccionales, teniendo 






de activación que tengan en el momento del encuentro. Si bien hay numerosos trabajos 
que destacan la importancia del “diálogo recíproco” entre estas células, representa un 
gran desafío, considerando la escasa frecuencia relativa de ambos tipos celulares, 
encontrar el lugar físico de interacción in vivo. Sin embargo, existe consenso en suponer 
que puede ocurrir tanto en los sitios de inflamación como en los ganglios linfáticos (169). 
Se ha descripto que las mDCs son capaces de activar a las células NK en reposo 
induciendo su proliferación, la secreción de IFN- y su capacidad citotóxica (117). La 
intensidad y la calidad de la respuesta de las células NK van a depender tanto del 
contacto con las mDCs, mediante CD40/CD40L, CD28/CD80 y CD86, ICAM3/DCSINGN 
(170,171), como de las citoquinas que éstas secretan, como IFN-α/β, IL-12, IL-18 e IL-15 
(172-175). La IL-15 constituye un caso particular; a diferencia de lo que ocurre con otras 
citoquinas, ésta no actúa como un factor soluble sino que requiere del contacto celular, 
ya que es trans-presentada por las DCs unida a la subunidad α del receptor de IL-15 (176). 
Por otra parte, cuando el encuentro se produce entre células NK activadas e iDCs, 
el resultado va a depender de la relación numérica entre ambas partes. Una baja 
proporción de células NK activadas respecto a las iDCs promueve la maduración de las 
DCs. Este efecto depende tanto del contacto directo entre las células como de las 
citoquinas IFN- y TNF-α secretadas por las células NK activadas, provocando un aumento 
de la expresión de las moléculas del MHC de clase I y de moléculas co-estimulatorias en 
las DCs (177-179). De esta forma, las células NK pueden contribuir en el perfilado de la 
respuesta inmune adaptativa. En este sentido se observó que el IFN- secretado por las 
células NK estimula la producción de IL-12 por las DCs, lo que induce la diferenciación de 
los LT CD4 naive hacia un perfil Th1 (180) y potencia la liberación de IFN- en las células 
NK, contribuyendo aún más al perfil Th1 (181). Sin embargo, si la relación numérica 
favorece a las células NK, éstas inducirán la muerte de las iDCs a través de un mecanismo 
que involucra a TRAIL (162). 
El conjunto de los trabajos mencionados demuestra que las interacciones entre 
las células NK y las DCs cumplen un rol fundamental en la orquestación de la respuesta 
inmune adaptativa. Considerando la multiplicidad de escenarios posibles que pueden 






células NK activadas en el microambiente tumoral sobre las DCs, sin embargo, aún no hay 
reportes concluyentes al respecto. 
MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL 
A pesar de que el sistema inmune cuenta con poderosas herramientas para evitar 
el desarrollo de tumores, las enfermedades neoplásicas se manifiestan incluso en 
pacientes inmunocompetentes. Esto se debe a que la presión selectiva que ejerce el 
sistema inmune sobre las células neotransformadas favorece el crecimiento sólo de 
aquellas variantes que lograron desarrollar estrategias que les permitieran evadir la 
respuesta inmune. Asimismo, las células tumorales pueden cooptar circuitos 
tolerogénicos del sistema inmune que fisiológicamente previenen la autoinmunidad. Los 
mecanismos de escape conocidos incluyen: modificaciones en la expresión de proteínas 
de superficie en las células tumorales, expansión y reclutamiento de células 
inmunosupresoras, y secreción de factores inmunosupresores (42). 
MODIFI CA CI ONES EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍ NAS DE SUPERFI CIE E N LAS CÉLULA S  
TUMORA LES  
Uno de los mecanismos a través de los cuales las células tumorales evitan el 
reconocimiento de los LT CD8 es mediante la expresión alterada de moléculas del MHC 
de clase I. Se han descripto alteraciones en los distintos componentes del sistema de 
procesamiento y presentación antigénica, incluyendo defectos en la expresión de LMP2 y 
LMP7 (182) involucrados en la generación de los epitopes; alteraciones en la expresión de 
las proteínas TAP-1 y TAP-2, necesarias para la entrada de los epitopes en el retículo 
endoplásmico; e incluso, la propia disminución en la expresión de las moléculas del MHC 
de clase I (183,184). Aunque este mecanismo evita el reconocimiento por parte de los LT 
CD8, hace a las células susceptibles de ser eliminadas por las células NK. Sin embargo, 
también se han descripto diversos mecanismos de evasión de la respuesta mediada por 
células NK. Por ejemplo, existen diversos mecanismos de escape que involucran al 
sistema NKG2D-NKG2DL (ligandos de NKG2D). Entre ellos, se destaca la retención de 
NKG2DLs en el retículo endoplásmico evitando su expresión en superficie (185), el 
desprendimiento a través de la secreción de exosomas (186), la secreción de formas 






de metaloproteasas (188). El clivaje y la secreción no sólo generan variantes tumorales 
con menor expresión de NKG2DLs, afectando su reconocimiento por las células 
citotóxicas, sino que esas formas solubles actúan como antagonistas del receptor NKG2D 
inhibiendo la funcionalidad de las células NK y de los LT CD8 (189). 
Por otra parte, uno de los primeros mecanismos de escape tumoral descriptos 
involucra la vía de Fas/FasL. A través de este mecanismo, se produce lo que se conoce 
como el contra-ataque del tumor. FasL es expresado por diversas células tumorales y les 
permite interactuar con Fas en los LT que infiltran el tumor. La interacción con FasL 
induce la trimerización de Fas en los LT promoviendo la activación de una cascada de 
caspasas que conduce a la apoptosis (190). Si bien es controversial el inmunoprivilegio 
conferido por la expresión de FasL, ya que su la expresión ectópica promueve el rechazo 
de transplantes en ratones (191), se observó que el silenciamiento de la expresión de 
FasL en una línea celular de carcinoma de colon de ratón produce una disminución del 
tamaño tumoral (192). En concordancia, la transducción de FasL en diversas líneas 
tumorales que naturalmente no expresan dicha molécula inducen la apoptosis de LT CD8 
activados in vivo (193). 
Además, en tumores de diversos orígenes (melanoma, cáncer de pulmón y de 
ovario, entre otros) se observó un aumento en la expresión de ligandos de PD-1. Se han 
descripto dos ligandos de PD-1: PD-L1, que se expresa en elevados niveles en la mayoría 
de los tumores sólidos (194), y PD-L2, cuya expresión se encuentra restringida a ciertos 
linfomas de células B (195). La expresión de PD-L1 puede verse incrementada en las 
células tumorales como un mecanismo de resistencia “natural”, asociado a la activación 
de distintas vías de señalización oncogénicas (196,197), pero también puede ser inducido 
por citoquinas inflamatorias como mecanismo de resistencia “adaptativo” (198); 
recientemente, se demostró que el IFN- derivado de células NK activadas aumenta la 
expresión de PD-L1 en células tumorales (199). La unión de PD-1 a su ligando induce el 
reclutamiento y activación de la fosfatasa Shp-2 que desfosforila moléculas clave de la 
transducción de señales de los receptores de antígeno, tanto en LB como en LT, actuando 
como un “reóstato” del umbral de activación de los linfocitos en la periferia (200). 
Fisiológicamente, PD-1 es expresado en linfocitos activados y en células mieloides, 






homeostasis regulando la duración y la amplitud de la respuesta, lo que minimiza el daño 
tisular circundante a un foco inflamatorio y evita la auto-inmunidad (201). Por estos 
motivos, se considera al eje PD-1/PD-L1 uno de los immune checkpoints o “puntos de 
control inmunológico” más relevantes de la respuesta inmune adaptativa (195) y, de este 
modo, cobra especial relevancia en la inmunología anti-tumoral ya que, a través de este 
eje, las células tumorales pueden generar tolerancia periférica al inducir anergia e inhibir 
la proliferación y las funciones efectoras de los LT (202). 
EXPA NSI ÓN Y RE CLUTA MIENT O DE CÉ LULA S INM UNOSU PRESORAS  
Las células Treg son una subpoblación de LT CD4 que se caracteriza 
fenotípicamente por la expresión de CD25 (cadena  del receptor de IL-2) y del factor de 
transcripción FoxP3. Estas células son capaces de suprimir la proliferación de LT naive y su 
diferenciación a LT efectores. Además, pueden inhibir las funciones efectoras de LT CD4 
(203), LT CD8 (204), células NK (205), LB (206), macrófagos (207) y DCs (208). 
Fisiológicamente, son indispensables para el mantenimiento de la tolerancia y para evitar 
el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Sin embargo, también juegan un rol central 
en la inhibición de la respuesta inmune anti-tumoral. Se observó que los tumores son 
capaces de promover su reclutamiento a través de la secreción de la quemoquina CCL22 
(209), su expansión a través de la producción de TGF-β y de IL-10 (210), y su activación 
(211). Las células Treg son capaces, según el entorno inflamatorio al que están expuestas, 
de expresar diversas moléculas de superficie como CTLA-4, TIGIT, CD39 y CD73, y de 
secretar citoquinas inmunosupresoras como TGF-β e IL-10, responsables de inhibir la 
respuesta inmune a través de diversos mecanismos (212). En individuos portadores de 
tumor, se demostró que las células Treg regulan la respuesta inmune principalmente a 
través de CTLA-4 (211). CTLA-4 es un receptor inhibitorio que, al igual que CD28, 
reconoce a CD80 y CD86. Sin embargo, CTLA-4 reconoce a ambas moléculas co-
estimulatorias con mayor afinidad que CD28, desplazando su unión e inhibiendo de esta 
manera la activación de los LT. Adicionalmente, CTLA-4 es capaz de inducir la trans-
endocitosis de CD80 y CD86, afectando la capacidad estimulatoria de las DCs (213-215). 
Las MDSCs se caracterizan fenotípicamente por la co-expresión de CD11b y Gr-1 y 
conforman otra población regulatoria que se expande debido a la presencia del tumor. En 






inmaduras con el mismo fenotipo que las MDSCs que se diferencian finalmente en células 
mieloides maduras (como macrófagos, DCs y neutrófilos). Sin embargo, diversos factores 
solubles como GM-CSF, G-CSG y M-CSF, que son liberados por el tumor y por células 
estromales asociadas al tumor, desregulan la maduración de las células mieloides y dan 
origen a las MDSCs (216). Las MDSCs inducidas por el tumor, que se acumulan en médula 
ósea, sangre y bazo, generan estrés oxidativo a través de la producción de especies 
reactivas del oxígeno y del nitrógeno (216) e inducen la deprivación de aminoácidos 
esenciales como arginina y cisteína (217). De esta manera, suprimen la proliferación de 
los LT y favorecen la progresión tumoral (218). 
SECRE CI ÓN DE FA CT ORES SUPRESORES QUE INHIB EN LA INMU NI DAD ANTI -TUM ORAL  
Las células tumorales son capaces de secretar múltiples factores solubles con 
funciones inmunosupresoras. Entre ellos se encuentra Gal-1, una lectina que contribuye a 
crear un ambiente tolerogénico y a favorecer el escape tumoral a través de numerosos 
mecanismos; por ejemplo: induce la apoptosis en LT efectores (219), favorece la 
expansión y el aumento de la capacidad supresora de las células Treg (220) y promueve la 
neoangiogénesis (221). 
Por otra parte, las células tumorales pueden secretar enzimas que catabolizan 
aminoácidos en el microambiente tumoral. Específicamente, la expresión de IDO 
promueve el catabolismo del triptófano para generar kinurenina, lo que inhibe la 
proliferación de LT CD8 y promueve apoptosis de LT CD4 (222).  
Recientemente se ha demostrado que las células tumorales, a través de la 
producción de PGE2, estimulan la producción de citoquinas inmunosupresoras en el 
microambiente tumoral e inhiben la maduración de las DCs (223).  
Las células tumorales también son capaces de secretar directamente diversas 
citoquinas inmunosupresoras inhibiendo la respuesta inmune anti-tumoral. Por ejemplo, 
la secreción de TGF-β conduce a la inhibición de la maduración de las DCs y también a la 
inhibición de las funciones efectoras de las células NK y de los LT (224). De modo similar, 
la secreción de IL-10 puede suprimir la función de las DCs y perfilar la respuesta de LT 








La plétora de mecanismos de escape, que les permite a las células tumorales 
evadir la respuesta inmune anti-tumoral, provee al mismo tiempo blancos terapéuticos 
farmacológicos que procuran restaurar la capacidad del sistema inmune de eliminar 
eficazmente los tumores. La Figura 4 resume, en verde, los blancos terapéuticos que se 
busca estimular y, en rojo, aquellos que se desea inhibir durante las distintas etapas del 
orquestado de la respuesta inmune anti-tumoral. 
Figura 4: Blancos terapéuticos para modular la inmunidad anti-tumoral. Cada etapa del circuito 
de la inmunidad anti-tumoral requiere de la coordinación de numerosos factores tanto 
activadores (en verde) como inhibidores (en rojo). Todos estos factores representan potenciales 
blancos terapéuticos, muchos de los cuales ya están siendo estudiados en ensayos clínicos. 
Modificado de (228). 
En primer lugar, es necesario que las células tumorales aporten material 
antigénico para que pueda ser fagocitado por las DCs en condiciones que desfavorezcan 
la inducción de tolerancia. Así, se observó que la liberación de antígenos tumorales 






oligodeoxinucleótidos CpG que actúan como adyuvantes promoviendo la activación de 
DCs a través de TLR9 (229). Por otra parte, la presentación cruzada de antígenos puede 
ser estimulada por IFN de tipo I y se demostró que su administración aumenta la 
retención de antígenos tumorales y la sobrevida de las DCs CD8α+, favoreciendo así la 
respuesta de LT CD8 (230). De esta forma, el PEG-Intron, un derivado del IFN-α 
ampliamente utilizado para el tratamiento de hepatitis C, produce un aumento 
significativo en el índice de sobrevida libre de recidiva en pacientes de melanoma en 
estadío III (231). También hay terapias orientadas a activar directamente la respuesta de 
los LT, como la administración de aldesleukina (IL-2) aprobada por la FDA en 1992 para 
tratar el carcinoma avanzado de células renales y el melanoma metastásico (232). 
El siguiente desafío es conseguir que los LT infiltren el tumor. Existen agentes 
quimioterapéuticos, como la decarbazina, que además de actuar como citostáticos sobre 
las células tumorales, producen un aumento en la expresión de las quemoquinas CCL5, 
CXCL9 y CXCL10 que facilitan el reclutamiento de LT, lo que se asoció con mejor control 
del crecimiento tumoral y mayor sobrevida en pacientes con melanoma (233). 
La capacidad de una inmunoterapia de generar remisión a largo plazo está 
supeditada a la eliminación de todas las variantes celulares que componen el tumor. 
Como las células tumorales dentro de un mismo tumor pueden ser muy heterogéneas en 
cuanto a la expresión de antígenos en superficie e, incluso, tener alteraciones en las 
moléculas del MHC de clase I, se están estudiando métodos para re-dirigir la especificidad 
del TCR mediante la transducción ex vivo con un receptor antigénico quimérico (CAR). 
Mientras que la porción intracitoplasmática del CAR proviene del dominio del TCR, y  
conserva su capacidad de transducir la señal de activación, el dominio extracelular que va 
a permitir el reconocimiento de la célula tumoral puede provenir de diferentes 
estructuras, sorteando de esta manera la restricción del MHC. Así, Sentman y 
colaboradores, utilizando el dominio extracelular de NKG2D, demostraron que la 
transferencia adoptiva de LT NKG2D-CAR tiene efectos terapéuticos en diferentes 
modelos murinos (234). Sin embargo, el éxito de las inmunoterapias en pacientes 
humanos muchas veces resultó menor al esperado, debido a los efectos adversos 
observados y a la complejidad de la interacción entre los distintos actores del sistema 






No obstante, las inmunoterapias adquirieron especial protagonismo gracias a los  
“inhibidores de puntos de control”, que fueron reconocidos por la revista Science como la 
Revelación del Año 2013. Recientemente aprobados por la FDA, se destacan los 
inhibidores de las vías de CTLA-4, ipilimumab, y de PD-1, nivolumab. Estas vías funcionan 
en diferentes fases de la respuesta inmune para regular la duración y nivel de respuesta 
de los LT. CTLA-4 actúa principalmente en la fase inicial de la activación de los LT en los 
ganglios linfáticos y cumple una función primordial limitando la autoinmunidad, mientras 
que la vía de PD-1/PD-L1 actúa fundamentalmente en la fase efectora de la respuesta 
inmunológica, evitando el daño tisular colateral durante la respuesta inmune (195). El 
hecho de que estas moléculas actúen en distintas fases de la respuesta de los LT explica la 
diferencia en la magnitud de los efectos adversos que causa la administración de los Acs 
bloqueantes de estas vías. El uso de ipilimumab en melanoma produce efectos adversos 
de grado 3 y 4 en el 15% de los pacientes debido a la sobre-estimulación del sistema 
inmune en piel, tracto gastrointestinal, páncreas, hígado, riñones y sistema endócrino, 
que llegan a ser fatales en el 2% de los casos (235). El nivolumab tendría beneficios 
clínicos similares al ipilimumab pero con menor toxicidad, produciendo efectos adversos 
de grado 3 y 4 en el 5% de los pacientes, sin casos fatales reportados (236,237). 
Actualmente, la utilización de Acs bloqueantes de PD-1 y PD-L1 representa un 
gran éxito en el tratamiento de pacientes con tumores de distintos orígenes. En un 
ensayo clínico, que involucró a cientos de pacientes terminales refractarios a cualquier 
otro tratamiento, encontraron que el 18% de los pacientes con cáncer de pulmón de 
células no pequeñas, el 28% de los pacientes con melanoma y el 27 % de los pacientes 
con cáncer renal vieron prolongada su sobrevida gracias a esta terapia (238). Si bien estos 
resultados son muy prometedores, muchos pacientes no fueron beneficiados. Por lo 
tanto, cobra gran importancia el estudio de biomarcadores que permitan seleccionar a 
los pacientes respondedores.  
Llamativamente, aunque el principio subyacente a la administración de estos Acs 
surge de contrarrestar el mecanismo de escape tumoral basado en el aumento de 
expresión de PD-L1 en el tumor, se observó que la expresión de PD-L1 en las células 
tumorales no representa un biomarcador adecuado como predictor de la eficacia del 






con tumores PD-L1- también responden a la terapia con Acs bloqueantes de este punto 
de control; por lo tanto, excluirlos del tratamiento implicaría perder potenciales 
respondedores (239). En un ensayo clínico reciente, fue demostrado que aquellos 
pacientes con tumores metastásicos de vejiga que presentan infiltrado de células 
inmunes con alta expresión de PD-L1 tienen particularmente una alta tasa de respuesta al 
tratamiento con un Ac bloqueante de PD-L1 (240) y resultados similares fueron 
descriptos también en pacientes con cáncer de pulmón (241). Sin embargo, se desconoce 
de qué manera las células del sistema inmune que expresan PD-L1 en el microambiente 
tumoral pueden contribuir a la progresión del tumor. 
En definitiva, para el diseño de inmunoterapias contra el cáncer, cualquiera sea el 
mecanismo del circuito esquematizado en la Figura 4 que se procure fortalecer, el 
objetivo último es siempre el mismo: establecer una población de LT CD8 específicos anti-




























“El tigre tiene que cazar, 
el ave tiene que volar, 
el hombre tiene que preguntar 
por qué, por qué, por qué.” 







Los antecedentes descriptos ponen en evidencia cómo el estudio de la respuesta 
inmune anti-tumoral permitió el desarrollo de nuevas terapias que en la actualidad 
muestran resultados prometedores en la clínica. Sin embargo, éstas no resultan efectivas 
para todos los pacientes debido a la existencia de circuitos regulatorios compensatorios, 
a los efectos adversos producidos por la activación inespecífica de la respuesta inmune y 
a que, frecuentemente, el diagnóstico se produce cuando el tumor se encuentra ya 
inmunoeditado en la fase de escape. En este contexto, cobra especial importancia 
comprender los mecanismos responsables de la activación y regulación de los LT CD8 
específicos contra antígenos tumorales ya que representan la mejor “arma” de la 
inmunidad anti-tumoral.  
Si bien está ampliamente reportada la capacidad de las células NK de ser 
citotóxicas frente a células tumorales y producir citoquinas inflamatorias como parte de 
la respuesta innata anti-tumoral, no se conoce la función de las células NK en las 
siguientes fases de la inmunidad anti-tumoral. Considerando que las células NK 
establecen además un diálogo recíproco con las DCs, células clave en la activación de los 
LT CD8 y que, recientemente, se encontraron evidencias de que las células NK cumplen 
importantes funciones regulatorias en diversos modelos de infecciones virales, 
transplante y de enfermedades autoinmunes, planteamos como hipótesis de trabajo que 
las células NK pueden regular la activación de los LT CD8 específicos contra antígenos 
tumorales. 
Entonces, el objetivo general de esta tesis es elucidar el rol de las células NK en el 
orquestado de la respuesta inmune adaptativa anti-tumoral. En particular, estudiaremos: 
 La respuesta inmune anti-tumoral frente al fibrosarcoma MC57.SIY. 
 El rol de las células NK en la activación de LT CD8 específicos contra antígenos 
tumorales in vivo. 
 El impacto de la activación de las células NK frente a un tumor primario en la 
respuesta inmune anti-tumoral secundaria. 




























“-Sin embargo –replicó Syme pacientemente-, note 
usted que, gracias a la luz del farol, puede usted ver 
ahora mismo el árbol. No estoy seguro de que pudiera 
usted ver el farol a la luz del árbol.” 
Gilbert Keith Chesterton, El hombre que fue Jueves 
 





LÍNEAS CELU LARES Y CO NDICI ONES DE CULTI VO  
Las líneas celulares murinas de fibrosarcoma MC57 y de melanoma B16F10 (B16) 
de la cepa C56BL/6, transducidas para expresar el antígeno modelo SIYRYYGL (SIY) 
acoplado a GFP (243), fueron gentilmente cedidas por el Dr. Thomas Gajewski de la 
Universidad de Chicago, Illinois, EEUU. Las líneas celulares humanas ECC-1 
(adenocarcinoma de endometrio), MDA-MB-453 (cáncer de mama), PC3 
(adenocarcinoma de próstata), Caco2 (adenocarcinoma de colon) y HeLa (cáncer de 
cuello de útero) fueron provistas por la Dra. Analía Ricci, la Dra. Patricia Elizalde, la Dra. 
Adriana De Siervi y el Dr. Mario Galigniana, respectivamente. El hibridoma 2.4G2 (HB-
197) productor del Ac anti-CD16/32 murino, la línea celular PT-67 empaquetadora de 
vectores retrovirales, la línea celular YAC-1 (linfoma de ratón) y la línea celular K562 
(leucemia mielocítica crónica humana) fueron adquiridas en ATCC. 
A excepción de las líneas celulares 2.4G2, YAC-1 y K562, las células fueron 
mantenidas en medio de cultivo de Eagle con modificación de Dulbecco (DMEM, Gibco) 
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor), 54 ng/ml de piruvato 
sódico, 0,292 mg/ml de glutamina, (ambos de Invitrogen) y 40 μg/ml de gentamicina 
(Bagó) como antibiótico. Los cultivos primarios y las líneas celulares 2.4G2, YAC-1 y K562 
fueron mantenidos en medio RPMI 1640 (Gibco) con los mismos suplementos 
mencionados anteriormente. Los medios de cultivo utilizados para células de origen 
murino fueron suplementados, además, con 55 M de -mercaptoetanol.  
En todos los casos las células fueron cultivadas en una estufa a 37oC con 
atmósfera controlada de 5% de CO2. 
RATONES  
Se utilizaron animales de la cepa C57BL/6 de 7 a 12 semanas de edad, 
provenientes del Bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La 
Plata que fueron alojados en el Bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental 
(IBYME) de acuerdo a las pautas establecidas por el Instituto Nacional de la Salud de los 
Estados Unidos (NIH). Los estudios realizados con animales de laboratorio contaron con la 
aprobación del comité de ética pertinente (IBYME‐CONICET). 





Experimentos in vivo 
Desafío con líneas celulares tumorales: Grupos de 4-6 ratones fueron inyectados por vía 
subcutánea en cada flanco con 2x106 de células tumorales o PBS (ratones naive). A 
distintos tiempos se obtuvieron muestras de sangre para realizar distintas 
determinaciones. Según el experimento, los animales fueron sacrificados 2, 4, 6 u 11 días 
luego del desafío tumoral y los tumores, bazo, ganglios linfáticos drenantes y no 
drenantes del tumor fueron extirpados para su posterior procesamiento y análisis. 
Alternativamente, cada 2-3 días se midió el tamaño del tumor con un calibre digital y se 
calculó el volumen con la fórmula (d2 x D)/2, donde d y D son los diámetros menor y 
mayor del tumor, respectivamente. Los ratones fueron sacrificados cuando los tumores 
alcanzaron un volumen de 1000 mm3. 
Depleción de LT CD8: Los ratones fueron inyectados por vía intraperitoneal con 200 μg 
del Ac anti-CD8 (clon YTS 169.4, obtenido en el laboratorio del Dr. Osvaldo Podhajcer) o 
CI (clon C1.18.4, BioXcell) el día anterior y posterior al desafío tumoral y, luego, cada 7 
días. La depleción de LT CD8 fue confirmada en muestras de sangre por citometría de 
flujo. 
Depleción de células NK: Los ratones fueron inyectados por vía intraperitoneal con 100 
μg del Ac anti-NK1.1 (clon PK136, BioXcell) o control de isotipo (CI, clon C1.18.4, BioXcell) 
el día anterior y posterior al desafío tumoral y, luego, cada 3 días. La depleción de células 
NK fue confirmada en muestras de sangre, en ganglios y en tumores por citometría de 
flujo. 
Transferencia adoptiva intratumoral de células NK: Dos grupos de ratones fueron 
inoculados con 2x106 de células del fibrosarcoma MC57.SIY; tres días más tarde, uno de 
los grupos fue inyectado en el mismo sitio con PBS y el otro grupo con 7,5x104 células NK 
(células CD49b+CD3- aisladas mediante cell sorting a partir de células de bazo de ratones 
naive). Tres días más tarde, los animales fueron sacrificados y los bazos fueron extraídos 
para su análisis. 
Experimentos de re-desafío: Se desafiaron dos grupos de ratones con el tumor MC57.SIY 
(1er desafío), uno depletado de células NK y otro tratado con CI. El tratamiento con Acs se 
discontinuó al séptimo día luego del 1er desafío. Tres meses más tarde, se obtuvieron 





muestras de sangre de ambos grupos de ratones y de un grupo control naive de la misma 
edad para la realización de diversas determinaciones por citometría de flujo. Al día 
siguiente, se inocularon los tres grupos de ratones por vía subcutánea con 4x106 de 
células B16.SIY en cada flanco (2o desafío) y, cuatro días más tarde, se obtuvieron 
muestras de sangre para su análisis por citometría de flujo. Adicionalmente, se midió el 
tamaño tumoral cada 2-3 días utilizando un calibre digital. 
Procesamiento de órganos 
Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos eppendorf heparinizados y 
centrifugadas a 600 g durante 5 minutos. Posteriormente, los glóbulos rojos fueron 
lisados en 400 μL de Buffer Amonio-Cloruro-Potasio (ACK, 154,95 mM de cloruro de 
amonio y 9,99 mM de bicarbonato de potasio) durante 7 minutos, luego de lo cual se 
agregó 1 mL de solución fisiológica (SF, NaCl 0,9%), se centrifugó a 600 g durante 5 
minutos y se repitió la incubación con el buffer ACK. Finalmente, las células se 
resuspendieron en medio de cultivo y se cuantificaron las células linfoides mediante un 
contador hematológico (Coulter). 
Los tumores y los bazos fueron disgregados mecánicamente en SF con 5% de SFB 
con émbolos de jeringa sobre filtros de nylon con poros de 70 μm en placas de Petri de 60 
mm. Las suspensiones celulares fueron transvasadas a tubos de polipropileno de 15 mL y 
centrifugadas a 600 g durante 5 minutos. Los tumores se lavaron al menos dos veces más 
con SF y se filtraron nuevamente antes de ser resuspendidos en medio de cultivo. 
Los ganglios linfáticos se disgregaron mecánicamente en SF con 5% SFB con 
pisones plásticos en tubos eppendorf. Luego de descartar las cápsulas, se centrifugaron a 
600 g durante 5 minutos y las células se resuspendieron en medio de cultivo. 
Posteriormente se realizó el recuento de las células de ganglios linfáticos y de los 
esplenocitos con azul de Tripán en cámara de Neubauer. 
En algunos experimentos los tumores y los ganglios linfáticos fueron conservados 









AISLAMIE NT O DE CÉL ULA S  
Método inmunomagnético 
Para realizar un enriquecimiento de células NK, las células obtenidas a partir de un 
bazo fueron tratadas durante 5 minutos con 1 mL de buffer ACK, lavadas con SF e 
incubadas en 900 μL de buffer Miltenyi con 100 μL de microesferas-CD49b (Miltenyi) 
durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente se lavaron con SF, se resuspendieron en 1 mL 
de buffer Miltenyi y se sembraron en la columna MS (Miltenyi) previamente equilibrada y 
colocada en el magneto. Se realizaron 6 lavados con 500 μL del buffer, luego se retiró la 
columna del magneto y las células CD49b+ se eluyeron primero por gravedad con 1 mL 
del buffer y posteriormente agregando 1 mL adicional del buffer y utilizando un émbolo. 
Las células así obtenidas fueron inmunomarcadas y analizadas por citometría de flujo 
encontrándose siempre al menos 60% de células NK. 
Cell sorting 
Las inmunomarcaciones para cell sorting se realizaron en condiciones asépticas en 
buffer Miltenyi (PBS, pH=7,2 con 0,5% de albúmina sérica bovina y 2 mM de EDTA). 
Luego, se utilizó el equipo FACSAria II-plus (BD Bioscience), previamente decontaminado, 
configurado con el nozzle de 70 µm y la cámara de toma de muestra a 4°C. Las células 
aisladas fueron recolectadas en tubos estériles conteniendo medio de cultivo 
suplementado con 20 % de SFB. La pureza de las células obtenidas fue siempre mayor al 
90%.  
Centrifugación en gradiente de densidad  
Se realizaron gradientes de Ficoll-PaqueTM PLUS (Amersham Biosciences, 
Uppsala, Suecia) con sangre heparinizada de donantes voluntarios sanos diluida al medio 
con SF. Las células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) obtenidas fueron lavadas 
con SF y resuspendidas en medio de cultivo. Posteriormente, se realizó el recuento de 
células con azul de Tripán en una cámara de Neubauer. Los estudios realizados con 
muestras de sangre de donantes voluntarios sanos contaron con la aprobación del comité 
de ética pertinente (IBYME‐CONICET). 
 





ENSAY O DE CIT OT OXI CIDA D I N VITRO  
Se realizó un método conocido como “P-JAM” (post-just another method) basado 
en la determinación de la incorporación de timidina-3H (New England Nuclear Life 
Science) por parte de células tumorales (células target) luego del co-cultivo con células 
NK aisladas por el método inmunomagnético (células efectoras) (244). Brevemente, se 
sembraron 5x103 células MC57.SIY y se cultivaron con diferentes cantidades de células NK 
durante 6 horas. Como control de muerte basal y máxima, las células tumorales se 
cultivaron en ausencia (B) o presencia de estaurosporina (STO, Sigma) 1 μM, 
respectivamente. A continuación, se añadió en cada pocillo timidina-3H en una 
concentración final de 5 μCi/mL y, luego de 3 horas de cultivo, las células fueron 
cosechadas en filtros de fibra de vidrio (Whatmann) con un cosechador de células 
(Packard Filtermate, Packard Instruments). La radioactividad incorporada fue medida en 
un contador de centello (Becton Dickinson). El porcentaje de citotoxicidad se calculó 
empleando la siguiente fórmula:  
 
  Citotoxicidad 
B  cpm         vo  cpm 
B  cpm     STO cpm 
 100 
ELISA 
Se realizaron ensayos de ELISA con el objetivo de cuantificar IFN- de ratón 
empleando un kit comercial de R&D de acuerdo a las instrucciones provistas por el 
fabricante. Las muestras analizadas consistieron en sobrenadantes provenientes del 
cultivo de 1x105 células NK aisladas por el método inmunomagnético en presencia o 
ausencia de 3x105 células MC57.SIY durante 24 horas en placas de cultivo de 96 pocillos 
en fondo en “U”. En algunos ensayos, se utilizó el Ac bloqueante α-NKG2D (2,5 μg/mL). Se 
utilizaron placas de 96 fosas de fondo plano Maxisorp (NUNC, Rochester, NY, USA) y el 
revelado se realizó con una dilución de tetra‐metil bencidina (TMB) en buffer citrato 
fosfato (pH=5) y H2O2. La reacción se detuvo luego de 20-30 minutos por el agregado de 
H2SO4 2N y se determinó la absorbancia a 450 nm y a 550 nm en un lector de ELISA 
(Thermo Scientific). 
 





ENSAY O DE PRODU CCI ÓN DE IFN-  EX VIVO  
En placas de cultivo de 96 pocillos de fondo en “U” se sembraron 2x105 células 
obtenidas a partir de muestras de sangre de ratón, se cultivaron durante 18 horas en 
presencia o ausencia del péptido SIY (SIGMA, 10 μM) y, durante las últimas 6 horas de 
cultivo, se agregó brefeldina A (Biolegend o Golgi Plug, BD) y monensina (Golgi Stop, BD) 
como inhibidores del transporte de proteínas. Luego se realizó el protocolo de 
determinación de IFN- por citometría de flujo.  
ENSAY O DE DEGRANULA CI ÓN E X VIV O  
En placas de cultivo de 96 pocillos de fondo en “U” se sembraron 1x105 células 
obtenidas a partir de muestras de sangre de ratón, se cultivaron durante 6 horas en 
presencia o ausencia del 1x105 células MC57.SIY con brefeldina A, monensina y Ac α-
CD107aFITC. Luego se continuó con el protocolo de inmunomarcación para citometría de 
flujo. 
OBTENCIÓN DE CÉL ULAS YAC-1.SIY 
Amplificación y purificación del plásmido pL.SIY.EGFP 
Se transformaron bacterias competentes JM109 con el plásmido pL.SIY.EGFP 
(cedido por el Dr. Thomas Gajewski) por el método de CaCl2, utilizando ampicilina (Sigma) 
como antibiótico de selección. Al tratarse de un plásmido de bajo número de copias, las 
bacterias transformadas se cultivaron un tiempo adicional en presencia de cloranfenicol 
(Sigma), un antibiótico bacteriostático, antes de purificar el plásmido utilizando una 
midiprep (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. 
Transfección de la línea celular empaquetadora PT-67 con pL.SIY.EGFP 
Las células PT-67 fueron transfectadas con el plásmido pL.SIY.EGFP utilizando X-
tremeGENE (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. Dos días más tarde se 
agregó el antibiótico de selección geneticina (Gibco) y se realizó un seguimiento de la 
transfección utilizando un microscopio de fluorescencia invertido (Olympus IX70). Cuando 
todas las células fueron GFP+ comenzó a recolectarse el sobrenadante de cultivo, que fue 
filtrado utilizando membranas con poros de 0,22 μm (Microclar) y conservado a -70°C. 





Transducción de las células YAC-1 y aislamiento de células YAC-1.SIY 
Las células YAC-1 fueron transducidas utilizando polybrene (Sigma, 8 μg/mL) con 
el retrovirus pL.SIY.GFP (presente en el sobrenadante de cultivo de la línea celular PT-67) 
en presencia del antibiótico de selección geneticina durante dos semanas. La expresión 
de SIY (GFP+) fue evaluada por citometría de flujo y las células YAC-1.SIY fueron aisladas 
mediante cell sorting. 
ENSAY O DE CIT OT OXI CIDA D FRE NTE A LTCD8 
Mediante cell sorting se aislaron LT CD8 (CD3+CD8+) y células NK (CD49b+CD3-) 
provenientes de bazos de ratones naive y LT CD8 (CD3+CD8+SIY-) y células NK (CD49b+CD3-
SIY-) infiltrantes de tumores MC57.SIY, 6 días luego de la inoculación. Se sembraron 5x10 4 
LT CD8 naive o intratumorales por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo en “U” y se 
cultivaron en presencia o ausencia de 5x104 células NK en reposo (resting) o 
intratumorales durante 18 horas. Finalmente, se agregaron microesferas con fines 
cuantitativos, se cosecharon y se marcaron con ZombieGreen (con el fin de determinar la 
muerte celular) y los Acs α-CD8 y α-NKp46 para ser analizadas por citometría de flujo. El 
porcentaje de citotoxicidad se calculó empleando la siguiente fórmula:  
 
  Citotoxicidad 
  LT CD8  G              LT CD8  G
 
     
  LT CD8          
 100 
 
EXTRA CCIÓN DE RNA  Y  PCR  CUANTI TATI VA (Q-PCR) 
Se extrajo el RNA total de tumores y de ganglios linfáticos utilizando el reactivo 
Trizol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante, y se cuantificó 
en un espectrofotómetro (NanoDrop). A continuación, la integridad del RNA purificado se 
comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (Sigma) en buffer TAE (40mM 
Tris acetato, 1mM EDTA) en una cuba electroforética (Thermo Scientific), y el gel se 
fotografió utilizando un equipo GBOX (Syngene). A partir de 2 μg del RNA obtenido, 
tratado con DNasa (Promega), se procedió a la síntesis de cDNA utilizando random 
primers (Biodynamics), dNTPs (Promega), RNasaOut (Invitrogen) y transcriptasa reversa 
M-MLV (Promega) empleando un termociclador (Eppendorf). El RNA remanente se 
conservó a -70°C y el cDNA a -20°C. 





Los cDNA obtenidos se utilizaron como templado en reacciones de q-PCR junto 
con los primers específicos mencionados en la Tabla 1, empleando SYBR Green PCR 
Master Mix (Applied Biosystems) y el equipo CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad). En el 
caso de IFN-, se utilizaron los primers y sondas comerciales TaqMan Gene Expression 
Assays (Applied Biosystems). Los resultados se analizaron con el programa CFX Manager 
(Versión 2.1, Bio-Rad) y se expresaron como 2-Ct (245) utilizando GAPDH o 18S como 
control endógeno. 
Tabla 1: Secuencias de los primers utilizados para q-PCR 
 
 
EVAL UACIÓN DE LA INDU CCI ÓN DE LA E XPRESI ÓN DE PD-L1  IN VITR O  
Se sembraron 1x106 de células de bazo de ratón en placas de cultivo de 96 pocillos 
en fondo en “U” en presencia o ausencia de IL-12 (10 ng/mL, Peprotech), IL-15 (1 ng/mL, 
Peprotech) e IL-18 (10 ng/mL, MBL) ó 1x105 células MC57.SIY. Las células fueron 
cosechadas a distintos tiempos, marcadas con Acs α-NKp46, α-CD3 y α-PD-L1 o CI y 
analizadas por citometría de flujo. En algunos co-cultivos de células de bazo con células 
MC57.SIY se utilizaron Acs bloqueantes α-NKG2D (2,5 μg/mL) o α-IFN- (10 μg/mL), o CI. 
Alternativamente, se cultivaron 5x105 CMSPs humanas en presencia o ausencia de 
2x105 células de diferentes líneas tumorales humanas durante 48 horas. Luego las células 
fueron cosechadas, marcadas con Acs α-CD56, α-CD3 y α-PD-L1 o CI y analizadas por 
citometría de flujo. 
MADURA CI ÓN DE DCS IN  VITR O  
Mediante cell sorting se aislaron DCs (CD11c+CD3-CD49b-B220-) y células NK 
(CD49b+CD3-) de bazos de ratones sanos y células NK (CD49b+CD3-SIY-) infiltrantes de 
tumores MC57.SIY, 6 días luego de la inoculación. Se sembraron 5x104 DCs por pocillo en 

















R848 (Invivogen, 10 μM) en presencia o ausencia de 5x104 células NK en reposo o de 
5x104 células NK intratumorales durante 18 horas. En algunos co-cultivos de DCs con 
células NK intratumorales se utilizó el Ac bloqueante α-PD-L1 (10 μg/mL). Finalmente, se 
agregaron microesferas con fines cuantitativos, se cosecharon y se marcaron con 
ZombieGreen (con el fin de determinar la muerte celular) y los Acs α-CD11c, α-CD86 y α-
NKp46 para ser analizadas por citometría de flujo. El índice de maduración se calculó 
como el cociente entre el número total de mDCs (CD11c+CD86+NKp46-ZombieGreen-) en 
cada condición y en la condición control, que no recibió ningún estímulo. 
CITOME TRÍA DE FLUJ O  
Todas las inmunomarcaciones se realizaron en placas de 96 pocillos con fondo en 
“V”, utilizando entre 1x105 y 1x106 células/pocillo según el experimento. Con el objeto de 
bloquear las uniones inespecíficas, las muestras fueron preincubadas durante 15 minutos 
con 20 μL de sobrenadante de cultivo del hibridoma 2.4G2. 
Inmunomarcaciones directas de superficie: las suspensiones celulares fueron incubadas 
con 20 μL de diferentes combinaciones de diluciones de Acs conjugados con 
fluorocromos durante 30 minutos a 4°C. A continuación, las células se lavaron por 
agregado de 1% de SFB en PBS y se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos. Luego de 
descartar el sobrenadante, se resuspendieron en 120 μL de PBS y fueron mantenidas 
refrigeradas hasta ser adquiridas en el citómetro el mismo día de la marcación. 
Cuantificación del número absoluto de células: se agregaron 5000 microesferas 
(Spherotech, Inc.) por pocillo en el momento previo a transferir las suspensiones 
celulares de la placa de cultivo a la placa con fondo en “V”. El número de células 
adquiridas se relativizó al número de microesferas adquiridas en el mismo tiempo. 
Detección de células viables: las muestras fueron incubadas con Zombie Green 
(Biolegend) durante 15 minutos a temperatura de ambiente. A continuación, las células 
se lavaron por agregado de 1% de SFB en PBS y se centrifugaron a 600 g durante 5 
minutos. Luego se prosiguió con el protocolo de marcación. 
Detección de LT CD8 antígeno-específicos: 1x105 células obtenidas a partir de muestras 
de sangre ó 1x106 de células de bazo fueron incubadas durante 10 minutos a 





temperatura de ambiente y oscuridad con tetrámeros de moléculas del MHC de clase I H-
2Kb acoplados al péptido SIY o al péptido SIINFEKL (OVA) marcados con el fluorocromo PE 
(Immudex). Posteriormente las células se lavaron por agregado de 1% de SFB en PBS, se 
centrifugaron a 600 g durante 5 minutos y se prosiguió con el protocolo de marcación con 
Acs α-CD8, α-CD4 y α-B220. Los Ac α-CD4 y α-B220 se incorporan a esta marcación, 
debido a la baja frecuencia de LT CD8 antigeno-específicos, ya que permiten excluir del 
análisis células que pueden contribuir a la marca inespecífica. 
Determinación de IFN- intracitoplasmático: las células fueron marcadas con Acs α-CD8, 
α-CD4 y α-B220, fijadas con paraformaldehído (PFA) 1% en PBS y permeabilizadas con 
Perm Buffer II (BD) durante 10 minutos. A continuación se incubaron durante 30 minutos 
con el Ac α-IFN- a 4°C, se lavaron por agregado de 1% de SFB en PBS y se centrifugaron a 
600 g durante 5 minutos. Luego de descartar el sobrenadante, se resuspendieron en 120 
μL de PFA 1  en PBS. Nuevamente, los Ac α-CD4 y α-B220 se incorporaron a esta 
marcación, debido a la baja frecuencia de LT CD8 IFN- ya que permiten excluir del 
análisis células que pueden contribuir a la marca inespecífica. 
Marcación de FoxP3: las células fueron marcadas con Acs α-CD4 y α-CD25, fijadas y 
permeabilizadas con el reactivo Fix&Perm (BD). Después, se incubaron 30 minutos con el 
Ac α-FoxP3 a 4°C, se lavaron por agregado de 1% de SFB en PBS y se centrifugaron a 600 g 
durante 5 minutos. Luego de descartar el sobrenadante, se resuspendieron en 120 μL de 
PFA 1% en PBS. 
En todos los casos las muestras se adquirieron en un citómetro de flujo FACSCanto 
II (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) y los datos obtenidos se analizaron con el 
programa FlowJo (versión 7.6, Tree Star). En la Figura 5 se observan dot plots  
representativos que muestran las estrategias empleadas para analizar las poblaciones 
celulares señaladas. 





Figura 5: Estrategias empleadas para analizar las diferentes poblaciones celulares. 
 
ANÁLIS IS EST ADÍ STI CO  
Para analizar la significancia de las diferencias observadas entre los diferentes 
grupos experimentales se utilizó el programa Prism 6 (versión 6.01, GraphPad); se aplicó 
un test t de Student no pareado cuando se compararon dos grupos experimentales, un 
análisis de varianza (ANOVA) de una vía con el test posthoc de Tukey para la comparación 
entre dos o más grupos experimentales respecto a un grupo considerado control, 
mientras que para estudiar simultáneamente los efectos de dos fuentes de variación se 
empleó un ANOVA de dos vías con el test posthoc de Sidak. 
ANTI CUERP OS  
Los Ac monoclonales utilizados se encuentran enlistados en la Tabla 2. 
 
  





Tabla 2: Acs monoclonales utilizados para citometría de flujo (FC) y ensayos funcionales in vitro 
e in vivo.  
Clon Fluorocromo Marca Uso
FITC BD Biosciences FC
PerCP-Cy5.5 BD Biosciences FC
CD107a ratón ID4B FITC Biolegend FC
CD11b ratón M1/70 APC.Cy7 eBioscience FC
CD11c ratón N418 PE.Cy7 eBioscience FC
CD25 ratón PC61 PE BD Biosciences FC
CD27 ratón LG.3A10 FITC Biolegend FC





CD44 ratón IM7 PE.Cy7 Tonbo bioscience FC
PE Biolegend FC
PE.Cy7 eBioscience FC
CD56 humano N901 APC Beckman Coulter FC
CD62L ratón MEL-14 PE Tonbo bioscience FC
YTS 169.4 - No comercial in vivo
APC eBioscience FC
PE BD Biosciences FC
PerCP-Cy5.5 BD Biosciences FC
CD86 ratón GL-1 PE Tonbo bioscience FC
C1.18.4 - BioXCell in vivo
LTF-2 - Tonbo bioscience in vitro
RTK2758 APC Biolegend FC
RTK4530 PE Biolegend FC
FoxP3 ratón FJK-16s APC eBioscience FC
Gr-1 ratón RB6.8C5 PE.Cy7 Biolegend FC
- Tonbo bioscience in vitro
A.647 Biolegend FC
KLRG1 ratón 2F1 FITC Tonbo bioscience FC
Ly6C ratón HK1.4 PerCP Biolegend FC
NK1.1 ratón PK136 - BioXCell in vivo
NKG2D ratón 191004 - R&D Systems in vitro
NKp46 ratón 29A1.4 A.647 eBioscience FC
PD-1 ratón 29F.1A12 APC eBioscience FC
humano 29E.2A3 PE.Cy7 Biolegend FC
- No comercial in vitro
PE Tonbo bioscience FC

















































“-Piensa que la vida es como una caja de galletas. (…). 
En una caja de galletas hay muchas clases distintas de 
galletas. Algunas te gustan y otras no. (…). 
-Eso es filosofía. 
-Pero es cierto. Yo lo he aprendido de manera empírica.” 







RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL FRENTE AL FIBROSARCOMA MC57.SIY 
EL FIBROSAR COM A MC57.SIY 
Con el objetivo de estudiar el rol de las células NK en la activación espontánea de 
LT CD8 específicos contra antígenos tumorales, empleamos la línea celular MC57 
establecida a partir de un fibrosarcoma generado en un ratón de la cepa C57BL/6 por 
tratamiento con metilcolantreno. Estas células expresan naturalmente moléculas de la 
familia de Rae-1 (Figura 6 A), lo que las hace susceptibles al reconocimiento por células 
NK a través del receptor NKG2D. A su vez, las células MC57 fueron transducidas para 
expresar el antígeno modelo SIY acoplado a GFP, dando lugar a la línea celular MC57.SIY  
(246). De esta forma, la expresión de GFP no sólo permite monitorear la expresión del 
antígeno (Figura 6 B), sino que también facilita la identificación de células tumorales en 
muestras complejas. El antígeno modelo SIY es un péptido de 8 aminoácidos que puede 
ser presentado en el contexto de la molécula de MHC de clase I H-2Kb expresada en las 
células de ratón de la cepa C57BL/6 y puede activar LT CD8 específicos por presentación 
cruzada (246). 
CÉLULA S NK  FRENTE AL FIBR OSAR COMA MC57.SIY:  FU NCI ONES EFE CT ORAS Y  FENOT IPO  
A continuación, evaluamos la respuesta funcional de las células NK frente a células 
MC57.SIY. Ensayos de citotoxicidad in vitro mostraron que las células NK aisladas de bazo 
de ratones sanos fueron capaces de lisar células de la línea MC57.SIY (Figura 7 A). Estas 
células también promovieron la secreción de IFN- por las células NK y pudimos 
comprobar que dicha secreción fue dependiente de NKG2D, ya que al bloquear este 
receptor utilizando un Ac específico durante el co-cultivo se inhibió la producción de   
Figura 6: El fibrosarcoma 
MC57.SIY. Citometría de flujo de 
la línea celular MC57.SIY in vitro. 
Histogramas representativos para 






IFN- (Figura 7 B). De esta manera, confirmamos que las células NK son capaces de 
reconocer a las células de la línea MC57.SIY y ejercer sus funciones efectoras. 
Con el objeto de evaluar si las células NK son capaces de infiltrar los tumores in 
vivo, inyectamos ratones por vía subcutánea con una suspensión de células MC57.SIY. A 
distintos tiempos post-desafío, extrajimos los tumores y cuantificamos las células NK 
(CD49b+CD3-) por citometría de flujo, relativizándolas al número de células tumorales 
(GFP+). Observamos que las células NK intratumorales (NKIT) fueron detectables a partir 
del segundo día y la mayor proporción de células NK se observó seis días luego del 
desafío, para desaparecer casi completamente en el día 10 (Figura 8 A y B).  
  
Figura 7: Funciones efectoras de 
las células NK en respuesta a las 
células MC57.SIY in vitro. Células 
NK aisladas a partir de bazos de 
ratones naive fueron cultivadas 
junto con células MC57.SIY. A) 
Ensayo de citotoxicidad por P-JAM 
luego de 6 h de co-cultivo en 
diferentes relaciones de células 
efectoras y células target (E:T), n=2. 
B) Secreción de IFN- determinado 
por ELISA en sobrenadantes luego 
de 24 h de co-cultivo en una 
relación E:T de 1:3. Los resultados 
corresponden a la media ± SEM de 
5 experimentos independientes; 
***, p<0,001 (ANOVA de 1 vía con 






Figura 8: Células NK in vivo. Ratones desafiados con el tumor MC57.SIY fueron sacrificados en los 
días señalados y se determinó la presencia de células NK (CD49b+, en la población CD3-SIY-) en las 
muestras de tumor por citometría de flujo. A) Dot plots representativos de las células CD3-. B) 
Número de células NK cada 1000 células MC57.SIY (GFP+). 
Considerando que en otros modelos el microambiente tumoral puede favorecer la 
acumulación de células NK inmaduras (144), decidimos estudiar el estado de maduración 
de las células NK que infiltran los tumores MC57.SIY, definido de acuerdo a la expresión 
diferencial de los marcadores CD27 y CD11b (134). Observamos que las células NKIT 
corresponden en su mayoría a la subpoblación terminalmente diferenciada CD11b+CD27- 
(Figura 9 A y B) que, según se ha reportado, pueden perder capacidad proliferativa y 
presentar funciones efectoras disminuidas. Recientemente, se ha descripto una 
subpoblación de células NK maduras que expresan altos niveles de Ly6C; éstas se 
encuentran en estado quiescente y muestran una baja capacidad de producir IFN- y 
granzima B (135). Es por esto que evaluamos la expresión de Ly6C en las células NK en 
nuestro modelo y encontramos un aumento significativo en la proporción de células NK  
Ly6C+ en el tumor respecto a los ganglios linfáticos (Figura 9 C y D). Se ha reportado 
también que ante la estimulación sostenida, las células NK resultan maduras pero hipo-
respondedoras y se caracterizan por expresar KLRG1 (138). Por lo tanto determinamos la 
expresión de esta molécula y observamos un aumento estadísticamente significativo de 






(Figura 9 E y F). Estos resultados muestran que las células NKIT presentan un fenotipo 
alterado, compatible con células terminalmente diferenciadas, de baja capacidad 
proliferativa y una respuesta efectora deficiente. 
Figura 9: Fenotipo de las células NK en el microambiente tumoral. Grupos de ratones fueron 
inyectados con PBS (naive) o desafiados con el tumor MC57.SIY y 6 días más tarde se obtuvieron 
los ganglios linfáticos de los ratones naive (GN), y los ganglios linfáticos drenantes del tumor 
(GDT) y los tumores de los ratones portadores para analizar por citometría de flujo. A) Porcentaje 
de las subpoblaciones definidas por la expresión de CD11b y de CD27 (estadíos I a IV) dentro de 
las células NKIT (CD49b
+CD3-), (B) dot plot representativo. Porcentaje  de células NK Ly6C+ (C y D) y 
KLRG1+ (E y F), (D) y (F) son histogramas representativos. n=4, los resultados corresponden a la 
media ± SEM, de un experimento representativo de 2 experimentos independientes; **, p<0,01, 






ACTI VA CI ÓN ESPO NTÁNEA DE LT CD8  A NTI-SIY  IN VIVO  
Con el fin de caracterizar el rol de los LT CD8 frente al tumor MC57.SIY in vivo, 
realizamos una cinética de crecimiento del tumor MC57.SIY en ratones 
inmunocompetentes o depletados de LT CD8 y pudimos corroborar que el rechazo de 
este tumor depende de la respuesta mediada por LT CD8 (247) (Figura 10).  
Teniendo en cuenta estos resultados, estudiamos la cinética de la expansión in 
vivo de los LT CD8 específicos durante el desarrollo y rechazo del tumor MC57.SIY. Es 
posible detectar y cuantificar LT CD8 antígeno-específicos por citometría de flujo 
mediante la utilización de tetrámeros de moléculas H-2Kb, acopladas al péptido SIY 
(antígeno expresado por las células tumorales) o al péptido SINFEKEL de OVA (como 
control de activación inespecífica), marcados con un fluorocromo. Utilizando esta 
estrategia, pudimos detectar LT CD8 anti-SIY en muestras de sangre de ratones a partir 
del sexto día luego de la inoculación del tumor MC57.SIY, alcanzándose el porcentaje 
máximo hacia el día 11, coincidente con el rechazo tumoral, para luego descender. Cabe 
destacar que la activación de los LT CD8 anti-tumorales es específica, puesto que no se 
detectó expansión frente a antígenos no relacionados como OVA (Figura 11 A y B). 
Teniendo en cuenta que los ratones no recibieron ningún tratamiento adicional, podemos 
observar que la activación de los LT CD8 anti-tumorales comienza espontáneamente.  
Figura 10: Rol de los LT CD8 en el crecimiento del 
tumor MC57.SIY. Volumen tumoral en ratones 
desafiados con el tumor MC57.SIY tratados con CI 
() o depletados de LT CD8 (▲). n=4, los 
resultados corresponden a la media ± SEM, de un 







Figura 11: Cinética de la expansión de LT CD8 anti-SIY. Se obtuvieron muestras de sangre de 
ratones desafiados con el tumor MC57.SIY en los días señalados y se determinó el porcentaje de 
LT CD8 Tet+ anti-OVA () y anti-SIY () en la población B220-CD4-CD8+ por citometría de flujo. A) 
n=4, los resultados corresponden a la media ± SEM, de un experimento representativo de 2 
experimentos independientes. B) Dot plots representativos antes del desafío (día 0) y al día 11 






 Las células NK reconocen a las células MC57.SIY y se activan in vitro; 
sin embargo, aunque in vivo infiltran el tumor, presentan un fenotipo 
exhausto. 
 Los LT CD8 anti-SIY se activan espontáneamente y alcanzan su 






ROL DE LAS CÉLULAS NK EN LA ACTIVACIÓN ESPONTÁNEA DE LT CD8 ANTI-SIY 
DEPLECI ÓN DE CÉLU LAS NK  IN VIVO  
A los fines de evaluar el rol de las células NK en la activación de los LT CD8 
específicos contra antígenos tumorales, uno de los abordajes posibles requiere comparar 
un grupo control con un grupo de ratones depletado de células NK desde el momento 
inicial del desafío tumoral hasta el día del análisis. Luego de optimizar la dosis y la 
frecuencia de administración del Ac depletante α-NK1.1, elegimos el tratamiento 
adecuado (datos no mostrados). Si bien el tratamiento no eliminó completamente a las 
células NK, notamos que la proporción de estas células disminuyó significativamente en 
los ratones tratados con α-NK1.1 en comparación con aquellos que recibieron el CI; esto 
se observó tanto en el tumor, como en el bazo y los GDT (Figura 12 A-C). 
Figura 12: Depleción de células 
NK. Ratones tratados con CI o 
con el Ac α-NK1.1, fueron 
desafiados con el tumor 
MC57.SIY y 6 días más tarde se 
determinó el porcentaje de 
células NK por citometría de 
flujo en (A) tumor (CD49b+, en la 
población CD3-SIY-), (B) GDT y (C) 
bazo (CD49b+CD3-). n=4, los 
resultados corresponden a la 
media ± SEM, de un 
experimento representativo de 5 
experimentos independientes; 
**, p<0,01, ***, p<0,001 (t de 







ROL DE LAS CÉL ULAS NK  SOBRE LA EXPANSI ÓN DE LOS LT  CD8  ANTI-SIY 
Con el objetivo de estudiar el rol de las células NK sobre los LT CD8, desafiamos 
ratones depletados o no de células NK con el tumor MC57.SIY y a distintos tiempos luego 
del desafío, determinamos el porcentaje de LT CD8 específicos anti-SIY en sangre 
periférica. Si bien la expansión inicial de los LT CD8 específicos no se ve modificada por la 
depleción de células NK, llamativamente, 11 días luego del desafío observamos un 
aumento significativo en el porcentaje de LT CD8 específicos anti-SIY en los ratones 
depletados de células NK comparado con los ratones control (Figura 13 A y B). Esta 
diferencia en la expansión es antígeno-específica ya que no se observaron cambios en el 
porcentaje de LT CD8 específicos anti-OVA (datos no mostrados). 
Figura 13: Efecto de la depleción de células NK en la expansión de LT CD8 específicos anti-SIY. Se 
obtuvieron muestras de sangre de ratones desafiados con el tumor MC57.SIY, tratados con CI () 
o con el Ac α-NK1.1 (), en los días señalados y se determinó el porcentaje de LT CD8 SIY.Kb+ en la 
población B220-CD4-CD8+ por citometría de flujo. A) n=4, los resultados corresponden a la media 
± SEM, de un experimento representativo de 3 experimentos independientes; *, p<0,05 (ANOVA 
de 2 vías con test post-hoc de Sidak). B) Dot plots representativos al día 11 post-desafío con el 
tumor. 
El Ac α-NK1.1 además de inducir la depleción de células NK, puede depletar de 
células NKT, por lo tanto, para corroborar que el efecto observado es debido a la acción 
de células NK decidimos utilizar un abordaje diferente y transferimos, directamente en el 
microambiente tumoral, células NK (aisladas por cell sorting a partir de bazos de ratones 
naive). En este caso, observamos que aquellos ratones que recibieron una inyección 






aquellos que recibieron PBS (Figura 14). En conjunto estos resultados demuestran que las 
células NK restringen la expansión de los LT CD8 específicos anti-SIY durante la respuesta 
inmune anti-tumoral. 
Si las células NK contribuyen a la eliminación de este tumor, la diferencia 
observada en la expansión de LT CD8 podría deberse simplemente a una menor cantidad 
de masa antigénica causada por las funciones anti-tumorales clásicas descriptas en las 
células NK. Para explorar esta hipótesis determinamos el volumen del tumor MC57.SIY en 
grupos de ratones depletados o no de células NK. En concordancia con lo reportado 
previamente (248), encontramos que si bien los tumores crecieron alcanzando un 
volumen máximo de 30 mm2 6 días después del desafío, 13 días más tarde fueron 
rechazados tanto en el grupo tratado con CI como en el grupo depletado de células NK 
(Figura 15 A y B). De esta forma, comprobamos que las células NK no participan del 
rechazo del tumor en este modelo y, el hecho de que en ambos grupos de ratones los 
tumores alcancen el mismo volumen, sugiere que el defecto en la expansión de los LT 
CD8 anti-SIY no se debe a que existe una diferencia en la masa antigénica. 
  
Figura 14: Efecto de la transferencia de células NK en 
la expansión de LT CD8 específicos anti-SIY. Dos 
grupos de ratones fueron desafiados con el tumor 
MC57.SIY, luego de 3 días recibieron una inyección 
intratumoral de PBS o de 75000 células NK, 3 días 
más tarde fueron sacrificados y se determinó el 
número total de LT CD8 SIY.Kb+ en bazo por 
citometría de flujo. n=4, los resultados corresponden 
a la media ± SEM, de un experimento representativo 
de 2 experimentos independientes; *, p<0,05 






Figura 15: Rol de las células NK en el crecimiento del tumor MC57.SIY. A) Volumen tumoral en 
ratones desafiados con el tumor MC57.SIY tratados con CI () o depletados de células NK (). 
n=4, los resultados corresponden a la media ± SEM, de un experimento representativo de al 
menos 2 experimentos independientes. B) Fotografía representativa de los tumores de ambos 
grupos de ratones al día 6. 
ROL DE LA S CÉLU LAS NK  SOBRE LAS FU NCI ONES EFECTORA S DE L OS LT  CD8  CONTR A  
ANTÍGENOS T UMORA LES  
A continuación, nos propusimos determinar si los LT CD8 anti-SIY expandidos en 
ausencia de células NK son funcionalmente activos. Para esto, nuevamente desafiamos 
ratones depletados o no de células NK con el tumor MC57.SIY y evaluamos la capacidad 
de los LT CD8 anti-SIY de producir IFN- y de degranular. En primer lugar, obtuvimos 
células a partir de muestras de sangre de los ratones, las re-estimulamos con el péptido 
SIY in vitro y evaluamos la producción de IFN- por citometría de flujo. Llamativamente, 
encontramos un mayor porcentaje de LT CD8 productores de IFN- en los ratones 
depletados de células NK, comparado con el grupo control (Figura 16).  
La degranulación en los LT CD8, reflejada por la detección de CD107a en 
superficie, se asocia a su capacidad citotóxica. En concordancia con los resultados 
previos, encontramos una mayor proporción de LT CD8 CD107a+ luego del co-cultivo con 
las células MC57.SIY en los ratones depletados de células NK, comparado con el grupo 
control (Figura 17). Por lo tanto, nuestros resultados indican que la depleción de las 






Figura 16: Producción de IFN- en los LT CD8 por re-estímulo con el péptido SIY. Ratones 
tratados con CI o con el Ac α-NK1.1 fueron desafiados con el tumor MC57.SIY, 6 días más tarde se 
obtuvieron muestras de sangre y se determinó el porcentaje de LT CD8 IFN-+ en la población 
B220-CD4-CD8+ luego del re-estímulo con el péptido SIY () o medio () por citometría de flujo. 
A) n=12, los resultados corresponden a la media ± SEM, de 3 experimentos independientes 
combinados; **, p<0,01 (ANOVA de 2 vías con test post-hoc de Sidak). B) Dot plots 
representativos. 
Figura 17: Degranulación en los LT CD8 por co-cultivo con las células MC57.SIY. Ratones tratados 
con CI o con el Ac α-NK1.1 fueron desafiados con el tumor MC57.SIY, 11 días más tarde se 
obtuvieron muestras de sangre y se determinó el porcentaje de LT CD8 CD107a+ en la población 
B220-CD4-CD8+ luego del re-estímulo con células MC57.SIY () o medio () por citometría de 
flujo. A) n=12, los resultados corresponden a la media ± SEM, de 3 experimentos independientes 







ROL DE LAS CÉL ULAS NK  SOBRE EL COMP ARTIMENT O DE MEM ORIA DE LT   
Puesto que la diferenciación de LT naive en células de memoria ocurre temprano 
durante la fase de activación y expansión (249), y nuestros resultados indican que las 
células NK limitan la expansión de LT CD8 específicos contra antígenos tumorales, 
evaluamos el rol de las células NK en la generación de las subpoblaciones de memoria 
central (MC) y memoria efectora (ME) de LT CD8 luego del desafío con el tumor 
MC57.SIY. Para lo cual, analizamos el porcentaje de LT CD8ME (CD62L
-CD44+) (Figura 18 A-
C) y de LT CD8MC (CD62L
+CD44+) (Figura 18 D-F) en los GDT, bazo y sangre de ratones 
desafiados con el tumor MC57.SIY tratados con CI o depletados de células NK. Luego de 
11 días del desafío con el tumor, no encontramos diferencias en los porcentajes de LT 
CD8MC en los ratones depletados de células NK en comparación con los ratones control. 
Sin embargo, la subpoblación de LT CD8ME resultó mayor en bazo y sangre de los ratones 
depletados de células NK. Realizamos el mismo análisis sobre los LT CD4, pero no 
encontramos diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos de ratones 
(datos no mostrados). 
Nuestros resultados demuestran que las células NK limitan la expansión de la 
población de LT CD8ME. Esta población se distribuye ampliamente por los tejidos y puede 
activarse directamente frente al rencuentro con una célula que exprese su antígeno 








Figura 18: Análisis de las subpoblaciones de memoria en los LT CD8. Ratones tratados con CI o 
con el Ac α-NK1.1 fueron desafiados con el tumor MC57.SIY, 11 días más tarde se determinó en 
los LT CD8 el porcentaje de células CD62L-CD44+ (ME, A-C) y de células CD62L+CD44+ (MC, D-F) en 
los GDT (A, D), en bazo (B, E) y en sangre (C, F) por citometría de flujo. n=4, los resultados 
corresponden a la media ± SEM, de un experimento representativo de 2 experimentos 
independientes; *, p<0,05 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Tukey). G) Dot plots 






ROL DE LA S CÉL ULAS NK  EN LA ACTIVA CI ÓN E SPONTÁNEA DE LT CD8  ANTI -SIY  EN OTR OS 
MODELOS TUM ORALE S  
A continuación, con el fin de evaluar si los fenómenos descriptos hasta el 
momento están restringidos al fibrosarcoma estudiado o si podrían ser extrapolados a 
tumores de otros orígenes, evaluamos la respuesta de los LT CD8 anti-SIY frente al 
melanoma B16.SIY y al linfoma Yac-1.SIY en ratones depletados o no de células NK. 
La línea de melanoma B16 es muy poco inmunogénica, no expresa ningún ligando 
de NKG2D (250) y crece en ratones inmunocompetentes. Si bien las células B16.SIY 
expresan elevados niveles del péptido SIY (Figura 19 A), la expansión de LT CD8 
específicos anti-SIY es mínima y no se observaron diferencias en su porcentaje entre los 
animales tratados con CI o depletados de células NK (Figura 19 B). En concordancia, 
tampoco se observó la diferenciación de la subpoblación de LT CD8ME en ninguno de los 
dos grupos de ratones desafiados con el melanoma (Figura 19 C), ya que se observaron 
porcentajes similares a los presentes en ratones naive. 
Figura 19: Rol de las células NK en la respuesta de los LT CD8 frente al melanoma B16.SIY. A) 
Histograma que muestra la expresión de SIY (GFP) en la línea B16.SIY (histograma oscuro) y en la 
línea B16 WT (histograma claro). B y C) Ratones tratados con CI o con el Ac α-NK1.1 fueron 
desafiados con el tumor B16.SIY y, 11 días más tarde, se obtuvieron muestras de sangre y se 
determinó (B) el porcentaje de LT CD8 SIY.Kb+ en la población B220-CD4-CD8+ y (C) el porcentaje 
de LT CD8ME (células CD62L
-CD44+) en los LT CD8 por citometría de flujo. n=4, los resultados 







Por otra parte, el linfoma Yac-1 expresa elevados niveles de ligandos de NKG2D 
(250) y tiene un defecto en la expresión de moléculas MHC de clase I, por lo que se la 
utiliza como línea celular target universal de las células NK de ratón. Esta línea celular fue 
transducida para expresar el péptido SIY y luego, por cell sorting, se obtuvo la línea 
celular Yac-1.SIY (Figura 20 A). En los ratones desafiados con las células Yac-1.SIY se 
produjo una expansión de los LT CD8 específicos anti-SIY, siendo mayor en el grupo de 
ratones depletado de células NK (Figura 20 B). Este resultado también se vio reflejado en 
la generación de la subpoblación de LT CD8ME (Figura 20 C). 
Figura 20: Rol de las células NK en la respuesta de los LT CD8 frente al linfoma Yac-1.SIY. A) 
Histograma que muestra la expresión de SIY en la línea Yac-1 WT, en la línea transducida con el 
virus pL.SIY.EGFP y en ésta luego del aislamiento de las células SIY+. B y C) Ratones tratados con CI 
o con el Ac α-NK1.1 fueron desafiados con el tumor Yac-1.SIY y, 11 días más tarde, se obtuvieron 
muestras de sangre y se determinó (B) el porcentaje de LT CD8 SIY.Kb+ en la población B220-CD4-
CD8+ y (C) el porcentaje de LT CD8ME (células CD62L
-CD44+) en los LT CD8 por citometría de flujo. 
n=4, los resultados corresponden a la media ± SEM, de un experimento representativo de 2 
experimentos independientes; *, p<0,05, **, p<0,01 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Tukey). 
El conjunto de estos resultados demuestra que la capacidad de las células NK de 
inhibir la respuesta mediada por LT CD8 anti-tumorales no es exclusiva de un modelo. Sin 
embargo, el hecho de que las células NK no ejerzan una función regulatoria frente al 
melanoma B16.SIY sugiere que, para que se gatille este rol supresor, las células NK deben 








ROL DE LAS CÉLULAS NK EN LA RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL SECUNDARIA 
Anteriormente, mostramos que si bien el efecto regulatorio de las células NK 
observado en la fase de activación de la respuesta immune anti-tumoral no afecta el 
rechazo de un tumor inmunogénico, como MC57.SIY, limita la expansión de la 
subpoblación de LT CD8ME. Esta población de memoria podría ser importante durante la 
respuesta inmune contra un tumor secundario que comparta antígenos con el primer 
tumor. Con el fin de evaluar la relevancia fisiopatológica de este fenómeno, estudiamos si 
los LT CD8 expandidos en ausencia de células NK pueden generar una respuesta efectiva 
contra un tumor secundario no inmunogénico. Para lo cual, desafiamos con el tumor 
MC57.SIY dos grupos de ratones, uno depletado de células NK y el otro tratado con CI 
(manteniendo el tratamiento con Acs sólo durante la fase de eliminación del tumor) y 
luego de 110 días, cuando el número de células NK volvió a los niveles normales, re-
desafiamos ambos grupos de ratones con el tumor B16.SIY. Como control también se 
desafió con B16.SIY un grupo de ratones que no fue previamente inoculado con 
MC57.SIY, con el fin de evaluar en paralelo la respuesta primaria. Ambos tumores son de 
distinto origen, pero comparten el antígeno SIY, por lo tanto la respuesta secundaria se 
debe exclusivamente a los LT CD8 anti-SIY. Un día antes y cuatro días después del re-
desafío, monitoreamos la respuesta específica anti-SIY en LT CD8 provenientes de 
muestras de sangre en todos los ratones (Figura 21). 
 Las células NK regulan la expansión de los LT CD8 anti-SIY frente al 
tumor MC57.SIY, comprometiendo además sus funciones efectoras y la 
generación de la subpoblación de LT CD8ME, sin modificar la cinética del 
rechazo tumoral. 
 La inhibición de la expansión de los LT CD8 anti-SIY y de la 
generación de la subpoblación de LT CD8ME dependiente de células NK 
también se produce frente al desafío con las células target prototípicas 







Figura 21: Esquema que representa el diseño experimental empleado. Dos grupos de ratones 
fueron desafiados con el tumor MC57.SIY y tratados con CI o α-NK1.1 sólo durante la fase de 
activación. Luego de 110 días, estos mismos ratones fueron re-desafiados con el tumor B16.SIY. El 
día previo y 4 días después del re-desafío se tomaron muestras de sangre para analizar por 
citometría de flujo. Posteriormente, se realizó un seguimiento del volumen tumoral. 
Figura 22: Rol de las células NK en la respuesta inmune secundaria anti-tumoral. Siguiendo el 
diseño experimental esquematizado en la figura 21, se obtuvieron muestras de sangre de los 
ratones control (-) y de los ratones que habían sido desafiados con el tumor MC57.SIY (tratados 
con CI o con el Ac α-NK1.1) el día previo () y 4 días después () del re-desafío con B16.SIY y se 
analizó la respuesta de los LT CD8 por citometría de flujo. Porcentaje de LT CD8 SIY.Kb+ (A) y de LT 
CD8 IFN-+ en la población B220-CD4-CD8+. A y B) n=9, los resultados corresponden a la media ± 
SEM, de un experimento representativo de 2 experimentos independientes; **, p<0,01 (ANOVA 






Como se observa en la Figura 22 A, los ratones que habían sido desafiados con el 
tumor primario conservaban una población de LT CD8 anti-SIY expandida, incluso antes 
del re-desafío, sin embargo no se observaron diferencias entre el grupo de ratones que 
había sido previamente depletado de células NK o tratado con CI. Llamativamente, cuatro 
días después de la inoculación del tumor secundario observamos un aumento en el 
porcentaje de LT CD8 anti-SIY exclusivamente en los ratones que recibieron el primer 
tumor en ausencia de células NK. Consecuentemente, cuando evaluamos la funcionalidad 
de los LT CD8 en estos ratones, observamos que el grupo de ratones que había sido 
activado por el tumor primario en ausencia de células NK presentó un mayor porcentaje 
de LT CD8 productores de IFN- (Figura 22 B). Estos resultados demuestran que la 
depleción de las células NK durante la activación de los LT CD8 anti-tumorales en la 
respuesta inmune primaria conduce a una respuesta inmune de memoria más eficiente. 
A continuación, realizamos el seguimiento del desarrollo del tumor B16.SIY en 
ambos grupos de ratones. El porcentaje de ratones libres de tumor se muestra en la 
Figura 23 A empleando un gráfico de Kaplan-Meier. Observamos que el grupo de ratones 
que había recibido el primer tumor en ausencia de células NK resultó estar más protegido 
de la aparición del tumor B16.SIY ya que todos los animales de este grupo permanecieron 
libres de tumor hasta el día 27, tiempo en el que el 31,25% de los ratones que habían sido 
tratados con CI desarrollaron tumores de más de 200 mm3. Además, si consideramos la 
cinética del crecimiento tumoral de aquellos ratones que no rechazaron el tumor, 
observamos un retraso del crecimiento de B16.SIY en el grupo que había sido depletado 
de células NK (Figura 23 B). Estos resultados indican que cuando la activación de los LT 
CD8 anti-tumorales durante la respuesta inmune primaria ocurre en ausencia de células 






Figura 23: Rol de las células NK en el crecimiento del tumor secundario. Siguiendo el diseño 
experimental esquematizado en la figura 21, se realizó el seguimiento del desarrollo del tumor 
B16.SIY en los ratones que habían sido previamente desafiados con el tumor MC57.SIY, tratados 
con CI () o con el Ac α-NK1 (◯). A) Porcentaje de ratones libres de tumor, evaluado en un 
análisis Kaplan-Meier. B) Cinética del volumen tumoral de aquellos ratones que no rechazaron el 
tumor, los resultados corresponden a la media ± SEM, datos acumulados de 2 experimentos 





 La inhibición que las células NK ejercen sobre la activación de los LT 
CD8 anti-tumorales durante la respuesta inmune primaria conduce a una 
respuesta inmune de memoria menos eficiente.  
 El rol regulatorio de las células NK tiene relevancia fisiopatológica ya 






MECANISMOS REGULATORIOS MEDIADOS POR CÉLULAS NK 
Los resultados obtenidos nos permiten plantear dos hipótesis no excluyentes con 
respecto al mecanismo de acción de las células NK. Por un lado, y como se ha reportado 
en otros modelos (152,157), las células NK podrían regular de manera directa la sub-
población de los LT CD8 activados a través de su actividad citotóxica. Por otro lado, 
podrían ejercer una regulación indirecta de los LT CD8, a través de la secreción de 
factores inmunosupresores (167,168), del reclutamiento de células supresoras (150,151), 
de la modulación de la funcionalidad de las DCs (160-162) o, incluso, afectando la 
inmunogenicidad del tumor (199).  
ACTI VI DA D CITOTÓXI CA DE LAS CÉL ULAS NK  SOBRE LOS LT CD8 
Con el fin de determinar si las células NK que infiltran el tumor son capaces de 
eliminar a los LT CD8, realizamos un ensayo de citotoxicidad in vitro utilizando células NK 
en reposo (resting) o células NKIT como efectoras y LT CD8 naive o LT CD8IT como células 
target. Pudimos observar que las células NK no modificaron la viabilidad de los LT CD8 
(Figura 24), sugiriendo que el efecto inhibitorio observado no se debe a la citotoxicidad 
directa de las células NK sobre los LT CD8.  
SECRE CI ÓN DE FA CT ORES I NMU NOSUPRESORES  
Se ha reportado en trabajos previos que las células NK son capaces de producir IL-
10 (167,168) y TGF-β (251), ambas citoquinas capaces de regular la respuesta de los LT de 
Figura 24: Ensayo de citotoxicidad de células NK 
sobre LT CD8. Se cultivaron LT CD8Naive o LT CD8IT 
en presencia o ausencia de células NK en reposo o 
células NKIT en relación 1:1 durante 18 h y se 
analizaron por citometría de flujo utilizando 
Zombie Green (ZG) para cuantificar las células no 
viables. n=2, los resultados corresponden a la 
media ± SEM, de un experimento representativo 






forma directa e indirecta. Sin embargo, cuando estudiamos mediante q-PCR la expresión 
de los transpriptos de IL-10 y TGF-β en los tumores y en los GDT no hallamos diferencias 
entre el grupo tratado con CI y el depletado de células NK (Figura 25 A y B). Estos 
resultados indicarían que ni la secreción de IL-10 ni de TGF-β están involucrados en el 
mecanismo regulatorio mediado por las células NK. 
Figura 25: Rol de las células NK en la expresión de IL-10 y TGF-β en el microambiente tumoral. 
Ratones tratados con CI o con el Ac α-NK1.1 fueron desafiados con el tumor MC57.SIY, 6 días más 
tarde se obtuvieron los GDT y los tumores para determinar la expresión de IL-10 (A) y de TGF-β 
(B) relativa a GAPDH por q-PCR. n=3, los resultados corresponden a la media ± SEM, de un 
experimento representativo de 2 experimentos independientes. 
RECLUTAM IENT O DE CÉ LULA S SUPRE SORA S  
Por otra parte, si bien las células NK son capaces de reclutar células Treg (150), no 
encontramos diferencias en el porcentaje de células Treg en el tumor ni en los GDT entre 
ambos grupos de ratones (Figura 26 A). Finalmente, considerando que las células NK 
pueden convertirse en MDSCs en ratones portadores de tumor (151), comparamos la 
proporción de MDSCs en sangre y bazos en los ratones depletados o no de células NK, 
pero tampoco encontramos diferencias (Figura 26 B). Por lo tanto, podemos inferir que la 
actividad regulatoria de las células NK en nuestro modelo no involucra a las células Treg ni 






Figura 26: Rol de las células NK sobre las células Treg y MDSCs. Ratones tratados con CI o con el 
Ac α-NK1.1 fueron desafiados con el tumor MC57.SIY, 11 días más tarde se obtuvieron los GDT, 
los bazos y muestras de sangre para determinar por citometría de flujo (A) el porcentaje de 
células Treg (FOXP3
+CD25+) en los LT CD4 y (B) el porcentaje de MDSCs (CD11b+Gr1+). n=3, los 
resultados corresponden a la media ± SEM, de un experimento representativo de 2 experimentos 
independientes. 
IMPACT O DE LAS CÉL ULAS NK  SOBRE LAS DCS  
El incremento de la expansión de los LT CD8 específicos contra antígenos 
tumorales observada en los ratones depletados de células NK respecto a los ratones 
control, podría deberse a que las células NK ejercen una actividad regulatoria sobre las 
DCs, como fue descripto en otros modelos (160-162). Para estudiar esta posibilidad 
decidimos investigar el fenotipo de las DCs en el microambiente tumoral. En primer lugar 
comparamos el estado de maduración in vivo de las DCsIT en los ratones depletados de 
células NK y los ratones tratados con CI. Efectivamente, encontramos que las DCsIT de los 
ratones depletados de células NK muestran una mayor expresión de la molécula co-
estimulatoria CD86 (Figura 27 A y B), compatible con un fenotipo de DCs más maduras. 
Por otra parte, considerando el rol crucial que cumple el IFN-β producido por las DCs en 
la presentación cruzada de antígenos tumorales (252) y en la activación espontánea de LT 
CD8 anti-tumorales (101), cuantificamos su expresión en los tumores de ambos grupos de 
ratones y hallamos un aumento en los niveles de transpriptos de IFN-β en el grupo 






Figura 27: Rol de las células NK sobre las DCsIT. Ratones tratados con CI o con el Ac α-NK1.1 
fueron desafiados con el tumor MC57.SIY y luego de 6 días se analizaron los tumores por 
citometría de flujo (A, B) o por q-PCR (C). A) Expresión de CD86 (MFI) en las DCs (CD3-NKp46-B220-
CD11c+), (B) histogramas representativos donde el histograma inferior corresponde al CI de CD86. 
C) Expresión de IFN-β relativa a 18S. n 4, los resultados corresponden a la media ± SEM, de un 
experimento representativo de 2 experimentos independientes; *, p<0,05 (t de Student). 
A continuación, decidimos estudiar el fenotipo de las DCs en los GDT. En 
concordancia, encontramos que el efecto regulatorio sobre las DCs observado en los 
tumores también se ve reflejado en los GDT, donde hallamos un aumento en la 
proporción de DCs en el grupo de ratones depletados de células NK (Figura 28 A) que, 
además, expresan mayores niveles de CD86 aunque esta diferencia no es 
estadísticamente significativa (Figura 28 B). El conjunto de estos resultados demuestra 
que las células NK son capaces de inhibir la maduración de las DCs in vivo, avalando la 
hipótesis de que las células NK ejercen una regulación indirecta de los LT CD8 a través de 








El eje PD-1/PD-L1 constituye un punto de control fundamental en la regulación de 
la respuesta inmune y, como ya se mencionó, posee gran relevancia en la respuesta 
inmune anti-tumoral (239). Dado que las células NK son la principal fuente de IFN- en el 
comienzo de la fase de eliminación (118) y que recientemente fue demostrado que el 
IFN- derivado de las células NK induce un aumento en la expresión de PD-L1 en células 
tumorales in vitro (199), a continuación evaluamos la expresión de PD-L1 en el 
microambiente tumoral. Si bien no hallamos diferencias en la expresión de PD-L1 en las 
células tumorales de los ratones depletados o no de células NK (Figura 29), 
sorprendentemente detectamos que las células NKIT expresan elevados niveles de PD-L1 
(Figura 30 A, C). Es interesante destacar que también encontramos un aumento en la 
expresión de esta molécula en las células NK de los GDT, observando tanto un 
incremento en el porcentaje como en el número absoluto de células NK que expresan 
altos niveles de PD-L1 (PD-L1hi) en los GDT en comparación con los GNDT (Figura 30 B y 
C). 
Figura 28: Rol de las células NK 
sobre las DCs en los GDT. Ratones 
tratados con CI o con el Ac α-
NK1.1 fueron desafiados con el 
tumor MC57.SIY y luego de 6 días 
se analizaron los GDT por 
citometría de flujo. Como control 
se utilizaron ganglios de ratones 
naive (GN). A) porcentaje de DCs 
(CD3-NKp46-B220-CD11c+) y (B) 
expresión de CD86 (MFI). n=4, los 
resultados corresponden a la 
media ± SEM, de un experimento 
representativo de 2 experimentos 
independientes; **, p<0,01 








Figura 30: Expresión de PD-L1 en las células NK in vivo. 
Un grupo de ratones fue desafiado con el tumor 
MC57.SIY, luego de 6 días se obtuvieron los tumores, los 
GDT y los GNDT para analizar por citometría de flujo. 
Como control se utilizaron ganglios de ratones naive 
(GN). A) Porcentaje de células NK PD-L1hi en GN (en la 
población NKp46+CD3-) y tumores (en la población 
NKp46+CD3-SIY-). B) Porcentaje y número de células NK 
PD-L1hi en GNDT y GDT (en la población NKp46+CD3-). C) 
Histogramas representativos donde el histograma 
inferior corresponde al CI de PD-L1. n=4, los resultados 
corresponden a la media ± SEM, de un experimento 
representativo de 3 experimentos independientes; **, 
p<0,01, ***, p<0,001, (t de Student). 
Figura 29: Expresión de PD-L1 en el tumor MC57.SIY in 
vivo. Ratones tratados con CI o con el Ac α-NK1.1 fueron 
desafiados con el tumor MC57.SIY y luego de 6 días se 
analizaron los tumores por citometría de flujo. Porcentaje 
de células tumorales (SIY+) que expresan elevados niveles 
de PD-L1 (PD-L1hi). n=4, los resultados corresponden a la 
media ± SEM, de un experimento representativo de 3 






Para evaluar si esta alteración en el fenotipo de las células NK se debe a la 
interacción con las células tumorales, cultivamos células de bazo en presencia de células 
MC57.SIY y evaluamos la expresión de PD-L1 en las células NK por citometría de flujo. En 
efecto, encontramos que el contacto con las células tumorales indujo un aumento en el 
porcentaje de células NK PD-L1hi, y que, por otro lado, esta no se vio modificada ante el 
estímulo con las citoquinas IL-12, IL-15 e IL-18 (Figura 31 A). Este incremento, inducido 
por las células tumorales, depende tanto de IFN- como de NKG2D, ya que el bloqueo de 
estas moléculas utilizando Acs específicos inhibió parcialmente dicho aumento (Figura 31 
B). Estos resultados demuestran que las células MC57.SIY inducen la expresión de PD-L1 
en las células NK in vitro e in vivo. 
Figura 31: Inducción de la expresión de PD-L1 en células NK de ratón in vitro. Se cultivaron 
células de bazo de ratones naive en diferentes condiciones durante 48 h y se determinó el 
porcentaje de células NK PD-L1hi en las células NK (población NKp46+CD3-) por citometría de flujo. 
A) Células de bazo cultivadas en presencia o ausencia de IL-12, IL-15 e IL-18 o de células MC57.SIY. 
B) Células de bazo co-cultivadas con células MC57.SIY en presencia de CI, Ac neutralizante α-IFN- 
o Ac bloqueante α-NKG2D. n=3, los resultados corresponden a la media ± SEM, de un 
experimento representativo de 3 experimentos independientes; *, p<0,05, **, p<0,01 (ANOVA de 






Con el fin de evaluar la posibilidad de la existencia de este circuito regulatorio en 
humanos, cultivamos CMSPs de dadores voluntarios sanos con un panel de células 
tumorales humanas de diversos orígenes. Encontramos que la mitad de las líneas 
celulares estudiadas inducen un incremento en el porcentaje de células NK PD-L1hi 
(Figura 32), sugiriendo que en humanos también se produciría un aumento en los niveles 
de expresión de PD-L1 en células NK frente a ciertos tumores. 
Teniendo en cuenta estos resultados y considerando que la expresión de PD-1 en 
las DCs tiene un rol negativo en su función y sobrevida (106,253), nos preguntamos si 
esta molécula estaba involucrada en la inhibición de las DCs mediada por células NK en 
los ratones portadores de tumor. Para lo cual, en primer lugar analizamos por citometría 
de flujo la expresión de PD-1 en DCs de ratones depletados de células NK o tratados con 
CI y encontramos un aumento en la proporción de DCs PD-1+ en los GDT en aquellos 
ratones depletados de células NK (Figura 33 A). Estos resultados sugieren que las células 
NK podrían regular a las DCs a través de interacciones entre PD-1 y PD-L1. Teniendo en 
cuenta que PD-1 en los LT CD8, cuando reconoce PD-L1, también tiene un rol inhibitorio y 
conduce a su apoptosis (254), a continuación evaluamos la expresión de PD-1 en los LT 
CD8; sin embargo, no observamos diferencias en la expresión de PD-1 en los LT CD8 entre 
ambos grupos de ratones, avalando nuestra hipótesis de que la regulación de los LT CD8 
ocurre mediante un mecanismo indirecto que involucra a las DCs (Figura 33 B). 
 
Figura 32: Inducción de la 
expresión de PD-L1 en células NK 
humanas in vitro. Se cultivaron 
CMSP de dadores voluntarios sanos 
con diferentes líneas tumorales 
humanas durante 48 h y se 
determinó el porcentaje de células 
NK PD-L1hi en las células NK 
(CD56+CD3-) por citometría de flujo. 
n=4, los resultados corresponden a 
la media ± SEM; *, p<0,05 (ANOVA 










Finalmente, nos propusimos determinar si las células NKIT son capaces de regular 
la maduración de las DC de manera directa a través de la interacción entre PD-1 y PD-L1. 
Para ello, aislamos DC a partir de bazos de ratones sanos y las estimulamos con LPS y 
R848 en ausencia o en presencia de células NK aisladas de tumores o células NK en 
reposo (aisladas de bazos de ratones sanos) y analizamos la expresión de CD86 en las DCs 
por citometría de flujo para evaluar su estado madurativo. Pudimos observar que 
efectivamente la maduración de las DCs fue inhibida por las células NKIT, pero no por las 
células NK en reposo. El bloqueo de PD-L1 utilizando un Ac específico fue capaz de 
revertir, aunque parcialmente, el efecto inhibitorio de las células NKIT (Figura 34 A). En la 
Figura 34 B mostramos que el estímulo con LPS y R848 induce la expresión de PD-1 en las 
DCs en el tiempo del cultivo; por lo tanto, las condiciones experimentales elegidas serían 
adecuadas para evaluar el efecto de la interacción entre PD-1 y PD-L1. Estos resultados 
demuestran que las células NKIT son capaces de inhibir la maduración de las DC, en parte, 
a través de interacciones entre PD-1 y PD-L1. 
Figura 33: Expresión de PD-1 in 
vivo. Ratones tratados con CI o 
con el Ac α-NK1.1 fueron 
desafiados con el tumor MC57.SIY, 
luego de 6 días se obtuvieron los 
GDT y se determinó el porcentaje 
de células que expresan elevados 
niveles de PD-1 (PD-1hi) por 
citometría de flujo en (A) DCs 
(CD3-NKp46-B220-CD11c+) y (B) LT 
CD8 (B). n=4, los resultados 
corresponden a la media ± SEM, 
de un experimento representativo 
de 2 experimentos indepen 
dientes; *, p<0,05 (ANOVA de 1 vía 













Figura 34: Rol de las células NK sobre la maduración de las DCs ex vivo. Se estimularon con 
LPS y R848 DCs aisladas de bazos de ratones naive solas o co-cultivadas con células NK en 
reposo o células NKIT en presencia o ausencia del Ac bloqueante α-PD-L1 durante 18 h y se 
determinó el número total recuperado de mDCs (CD11c+CD86+NKp46-ZombieGreen-) por 
citometría de flujo. A) El índice de maduración se calculó respecto a la condición control, que 
no recibió ningún estímulo. B) Histogramas representativos que muestran la expresión de PD-1 
en las DCs aisladas, cultivadas en ausencia de células NK, donde el histograma inferior 
corresponde al CI de PD-1. n=2, los resultados corresponden a la media ± SEM, de un 
experimento representativo de 2 experimentos independientes; *, p<0,05 (ANOVA de 1 vía 
con test post-hoc de Tukey). 
 Las células NK regulan la activación de los LT CD8 anti-tumorales 
mediante un mecanismo indirecto que involucra a las DCs.  
 Las células NK activadas en el tumor, a través de NKG2D e IFN-, 
aumentan la expresión de PD-L1. 
 Las células NK inhiben la maduración de las DCs mediante 




























“-Veo que has comprendido… 
-¡Sí, he comprendido! 
-Entonces, ¿podría alguien 
explicarme…?” 







Las células NK cumplen un papel crítico en la detección temprana y eliminación de 
células infectadas con virus y neotransformadas. Sin embargo, nuevos hallazgos en 
distintas condiciones inmunopatológicas, como infecciones virales, autoinmunidad y 
transplante, revelaron que estas células también son capaces de ejercer funciones 
regulatorias (155,156,160,163-165). En el contexto de un tumor, aún no se encuentra 
totalmente elucidado el rol de las células NK en el orquestado de la respuesta inmune 
adaptativa anti-tumoral. En este trabajo de tesis, utilizando el modelo MC57.SIY y una 
combinación de estrategias experimentales in vivo e in vitro, demostramos que las células 
NK controlan la expansión y activación de los LT CD8 específicos contra antígenos 
tumorales mediante la inhibición de la maduración de las DCs a través del eje PD-1/PD-
L1. Las células del fibrosarcoma MC57.SIY representaron un modelo ideal para estudiar el 
rol de las células NK en la respuesta inmune adaptativa anti-tumoral porque, además de 
haber sido transducidas para expresar el antígeno modelo SIY, permitiéndonos 
monitorear la activación de los LT CD8 específicos contra antígenos tumorales, expresan 
naturalmente el ligando de NKG2D Rae1 posibilitando la activación de las células NK 
(Figura 6). 
Schreiber y colaboradores demostraron que durante el desarrollo de un tumor, si 
bien las células NK juegan un rol crítico durante la fase de eliminación, en la fase de 
equilibrio, aunque persisten en el microambiente tumoral, no serían capaces de controlar 
el crecimiento del tumor (40). Se ha reportado que las células NKIT de pacientes con 
cáncer de pulmón, de ovario, de lengua y de riñón se encuentran en un estado anérgico y 
presentan alteraciones en su fenotipo, sugiriendo así, que una vez que el tumor es 
detectable clínicamente, las células NK no tendrían funciones anti-tumorales (255). En 
nuestro trabajo, en concordancia con estos hallazgos, observamos que, si bien las células 
NK in vitro son capaces de eliminar a las células MC57.SIY y producir IFN- (Figura 7), in 
vivo, no participan de su rechazo, ya que la cinética de crecimiento tumoral no se ve 
afectada por la depleción de células NK (Figura 15). Asimismo, observamos que, cuando 
el tumor alcanza su volumen máximo, las células NKIT son en su mayoría terminalmente 
diferenciadas y presentan un fenotipo exhausto, caracterizado por expresar elevados 
niveles de los marcadores Ly6C y KLRG1 (Figura 9) asociados con células NK en estado 






distintas cadherinas en las células tumorales mediante KLRG1, inhibiendo su actividad 
citotóxica (139), lo que podría explicar el hecho de que las células NK no contribuyan a la 
eliminación del tumor in vivo. 
En cambio, comprobamos que es crucial la acción de los LT CD8 para el rechazo de 
este fibrosarcoma; ya que, en su ausencia, los tumores se desarrollan velozmente 
alcanzando un volumen de 1000 mm3 en dos semanas (Figura 10). En este modelo, la 
activación de los LT CD8 específicos contra antígenos tumorales ocurre 
espontáneamente, sin intervención externa, y comienza a ser detectable durante la 
primera semana luego de la inoculación del tumor (Figura 11). Ateniéndonos al 
paradigma clásico de activación de los LT CD8, esto implica que en ese tiempo las iDCs 
infiltraron el tumor, procesaron antígenos tumorales, maduraron y migraron al ganglio 
linfático drenante donde ocurre la presentación antigénica. 
Habiendo encontrado que las células NK infiltran el tumor sin contribuir a su 
eliminación, consideramos pertinente evaluar si estas células cumplen un rol silente o si, 
en cambio, participan en la regulación de los LT CD8, ya sea induciendo su activación o 
inhibiéndola. Llamativamente, encontramos que in vivo, la depleción de las células NK 
con el Ac α-NK1.1 (clon PK136) resultó en una mayor frecuencia de LT CD8 específicos 
contra antígenos tumorales (Figura 13). A continuación, nos preguntamos si este 
incremento correlacionaría con un aumento en las funciones efectoras de los LT CD8 o si, 
por el contrario, las células NK participarían en la eliminación de LT CD8 exhaustos o 
senescentes. En concordancia con la primera hipótesis, observamos un aumento tanto en 
el porcentaje de LT CD8 productores de IFN- frente al re-estímulo ex vivo con el péptido 
SIY (Figura 16), como en el porcentaje de LT CD8 con actividad citotóxica contra las 
células MC57.SIY (Figura 17). Esta regulación podría tener consecuencias a largo plazo e 
impactar en la respuesta inmune de memoria ya que también encontramos una 
expansión de la subpoblación de LT CD8ME (Figura 18) en el grupo de ratones tratado con 
el Ac α-NK1.1. En conjunto, estos resultados nos permitieron demostrar que, en nuestro 
modelo, las células NK1.1+ inhiben la activación de los LT CD8 anti-tumorales, a nivel de la 







La estrategia experimental de utilizar el clon PK136, si bien permite la eliminación 
de las células NK, presenta la desventaja inherente de que, como las células NKT también 
expresan el marcador NK1.1, el tratamiento con estos Ac puede resultar en la depleción 
de ambos tipos celulares (256). Para comprobar que el aumento observado en la 
activación de los LT CD8 en los ratones tratados con el Ac α-NK1.1 se debe a la depleción 
de las células NK y no de las células NKT, realizamos una transferencia adoptiva de células 
NK aisladas por cell sorting. Utilizando este abordaje experimental, encontramos que los 
ratones portadores de tumor que recibieron células NK presentaron una menor 
expansión de LT CD8 específicos contra antígenos tumorales en comparación con los 
ratones que recibieron PBS (Figura 14). De esta forma, demostramos que las células NK 
ejercen un rol regulatorio sobre la expansión y la activación de los LT CD8 frente al tumor 
MC57.SIY. 
Con el fin de determinar si este rol regulatorio era un fenómeno particular 
asociado al modelo MC57.SIY o si podía ser extrapolable a otros modelos, estudiamos la 
activación de los LT CD8 frente a otros dos tumores no relacionados, también 
transducidos para expresar el antígeno modelo SIY, en ratones depletados o no de células 
NK. De esta manera, nuestros resultados pudieron ser validados utilizando el tumor Yac-
1.SIY, target prototípico de las células NK (Figura 20). Este modelo difiere del anterior 
principalmente en que, debido a que las células no expresan moléculas del MHC de clase 
I, el tumor no puede ser reconocido por los LT CD8 y, por lo tanto, éstos no participan de 
su eliminación. Como proviene de la cepa de ratón A/Sn, su uso in vivo en ratones de la 
cepa C57BL/6 representa un sistema alogeneico, pero su defecto en la expresión de las 
moléculas del MHC de clase I y clase II minimiza el riesgo de promover una respuesta 
alogeneica (257). Nuestros hallazgos, sin embargo, no fueron extrapolables utilizando el 
melanoma B16.SIY (Figura 19), ya que no observamos diferencias en la respuesta de los 
LT CD8 entre los ratones depletados o no de células NK. A diferencia de los otros dos 
modelos, las células B16.SIY son muy poco inmunogénicas y, en particular, no expresan 
ningún ligando de NKG2D, por lo cual no son capaces de activar a las células NK a través 
de este receptor, como sí lo hacen las células MC57.SIY y las células Yac-1.SIY. Por lo 
tanto, nuestros hallazgos sugieren que la activación de las células NK en el 






para que se gatillen sus funciones regulatorias sobre los LT CD8. Estos resultados podrían 
tener implicancias en el diseño de terapias anti-tumorales ya que uno de los objetivos 
primordiales es la inducción de una respuesta T citotóxica en pacientes con cáncer (242). 
Para investigar el rol de NKG2D en las funciones regulatorias de las células NK, 
transducimos las células B16.SIY con el gen que codifica Rae-1 y, si bien la transducción 
fue efectiva ya que por PCR detectamos la inserción del plásmido en el DNA genómico, 
debido a algún mecanismo de silenciamiento no fue posible detectar la expresión de Rae-
1 en superficie (datos no mostrados), por lo cual no nos fue posible evaluar si NKG2D es 
relevante in vivo para desencadenar las funciones regulatorias de las células NK o si se 
trata de una asociación casual. Otra estrategia posible, para evidenciar el rol de NKG2D, 
podría haber sido bloquear esta vía en los ratones desafiados con el tumor MC57.SIY con 
el Ac bloqueante α-NKG2D (clon CX5). 
El rol regulatorio de las células NK sobre la respuesta adaptativa anti-tumoral que 
describimos en este trabajo de Tesis, contrasta con las funciones clásicas de las células NK 
en la inmunovigilancia tumoral y en la respuesta contra patógenos intracelulares. Esta 
aparente contradicción podría reflejar la complejidad de la biología de las células NK, que 
serían capaces de orquestar escenarios diferentes según los estímulos recibidos a través 
de las distintas fases de la respuesta inmune. La actividad regulatoria de las células NK, a 
nivel de la respuesta inmune adaptativa, puede haber evolucionado como un mecanismo 
de control de la magnitud de la activación de los LT para limitar el daño asociado a una 
respuesta inmune generalizada. En concordancia, se observó que la mayoría de las 
mutaciones descriptas en la linfohistocitosis hemofagocítica familiar, un síndrome 
caracterizado por la activación excesiva de macrófagos y de LT, afecta la actividad 
citotóxica de las células NK (258). Adicionalmente, en algunas enfermedades 
autoinmunes se encontraron asociaciones con alteraciones en las células NK que podrían 
estar involucradas en el desencadenamiento de la enfermedad (259). Por ejemplo, en 
pacientes con lupus eritomatoso sistémico, se describieron defectos en la diferenciación 
de las células NK y en su actividad citotóxica (260) y, en pacientes con tiroiditis de 
Hashimoto y con psoriasis, se observó un porcentaje disminuido de células NK (261,262). 
Sin embargo, estos estudios no permiten distinguir si el defecto en las células NK es 






experimentos in vivo en ratón permitieron demostrar que las células NK cumplen un rol 
protector contra el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Utilizando un modelo de 
encefalitis autoinmune experimental, se ha demostrado que las células NK regulan tanto 
la inducción como la fase efectora de la enfermedad a través de la inhibición de la 
proliferación de los LT (263) y de la eliminación de LT específicos contra auto-antígenos 
(264). Adicionalmente, en un modelo de diabetes experimental, las células NK fueron 
eficaces para inducir tolerancia a alotrasplantes de islotes pancreáticos a través de un 
mecanismo que involucra perforina (265). 
De esta manera, las funciones regulatorias de las células NK que contribuyen a 
evitar que se desarrollen enfermedades autoinmunes proveen, como contracara, posibles 
mecanismos de escape a patógenos y también a células tumorales, como demostramos 
en este trabajo de tesis. Las implicancias fisiopatológicas de dichas funciones regulatorias 
fueron mejor estudiadas en modelos de infecciones virales, pero aún no fueron 
exploradas durante el desarrollo de tumores. Utilizando un modelo de infección con el 
LCMV, se comprobó que las células NK promueven el establecimiento de la infección 
crónica (156). Similar a lo observado en nuestro trabajo, fue demostrado que las células 
NK frente a la infección con el LCMV, inducen una disminución en el número de LT CD8 
específicos contra antígenos virales y restringen la generación de LT CD8 de memoria, en 
este caso, a través de un mecanismo dependiente de perforina (266). Asimismo, se 
observó que la infección con LCMV induce la maduración de las células NK, con 
predominio de la población terminalmente diferenciada CD11b+CD27-, y que la depleción 
de las células NK reduce los porcentajes de LT CD8 virus-específicos a través de un 
mecanismo que involucra a las DCs (160). Las funciones regulatorias de las células NK 
durante infecciones virales no se restringen únicamente al modelo de infección con LCMV 
(267). Empleando el modelo de infección con MCMV, se ha comprobado que las células 
NK pueden regular la activación de los LT de forma directa (167) o indirecta, a través de la 
eliminación de las DCs que presentan antígenos virales (161). 
Durante el desafío con el tumor MC57.SIY, mostramos que las células NK inhiben 
la generación de la subpoblación de LT CD8ME, sin afectar la subpoblación de LT CD8 MC  
(Figura 18). Si bien el mecanismo por el cual los LT CD8 naive al activarse se diferencian 






cumple un rol fundamental en la diferenciación y sobrevida de estos últimos (53). Por lo 
tanto, las células NK en nuestro modelo podrían competir por la IL-2 y, así, limitar 
selectivamente la diferenciación de los LT CD8ME. En concordancia con las funciones de 
las células NK que previenen la autoinmunidad, las células NK limitarían la extensión de la 
respuesta inmune adaptativa en la periferia inhibiendo la generación de los LT CD8ME. A 
su vez, como las células NK no afectan la subpoblación de LT CD8MC, se preservaría la 
inmunodominancia de los clones específicos contra antígenos tumorales. 
Desde este punto de vista y considerando que los ratones depletados de células 
NK rechazan el tumor primario con la misma eficacia que los ratones control (Figura 15), 
el rol regulatorio de las células NK sobre la respuesta inmune anti-tumoral sería parte de 
un mecanismo homeostático sin relevancia fisiopatológica. Sin embargo, mediante la 
utilización del modelo Yac-1.SIY, pudimos evidenciar que no es necesario que los LT CD8 
eliminen el tumor para que las células NK tengan un rol inhibitorio sobre la inmunidad 
anti-tumoral. Además, la regulación de las funciones efectoras de los LT CD8 por parte de 
las células NK no debería desestimarse únicamente debido a que en el modelo MC57.SIY 
no haya tenido consecuencias en el crecimiento tumoral, ya que es un tumor que se 
rechaza muy rápidamente. Hacia el día 11, cuando observamos que en los ratones 
depletados de células NK hay un mayor porcentaje de LT CD8 con actividad citotóxica 
frente a las células MC57.SIY, los tumores ya no son palpables. Por lo tanto, con el fin de 
evaluar el impacto del rol regulatorio de las células NK sobre los LT CD8 en el crecimiento 
de un tumor primario, sería necesario extender estos estudios a más modelos. 
Con el fin de determinar si la diferencia observada en la población de LT CD8ME 
tiene consecuencias en la respuesta inmune anti-tumoral secundaria, desafiamos con el 
tumor MC57.SIY a ratones depletados y no depletados de células NK y, tiempo después, 
los re-desafiamos con el tumor B16.SIY (Figura 21). Clínicamente, el hecho de que 
tumores no relacionados tengan antígenos en común es frecuente debido a la expresión 
ectópica de algunos genes germinales. Por ejemplo, el antígeno MZ2-E codificado por el 
gen MAGE-1 fue hallado en melanomas de diferentes pacientes e incluso en tumores de 
otros orígenes, pero no en tejidos normales (268), y el antígeno NY-ESO-1, primero 
descripto en cáncer de esófago, está presente entre el 25% y el 33% de todos los 






(269). De acuerdo con la hipótesis de inmunoedición del cáncer postulada por Schreiber, 
si la fase de eliminación resulta exitosa, el tumor puede desaparecer sin haber sido 
detectado clínicamente (24). Por lo tanto, considerando que durante el transcurso de la 
vida la eliminación inmune de células tumorales puede ocurrir numerosas veces de forma 
desapercibida y que es posible una re-exposición a un mismo antígeno tumoral, cabe 
preguntarse si este tipo de “inmunización natural” otorga mayor protección o si, por el 
contrario, induce tolerancia. 
Con nuestro abordaje experimental, encontramos que el rechazo previo del tumor 
MC57.SIY otorgó protección parcial frente al desarrollo del tumor B16.SIY (datos no 
mostrados); asimismo, está protección resultó más eficiente en aquellos ratones que 
habían sido depletados de células NK, demostrando que el rol regulatorio de las células 
NK puede contribuir al escape tumoral. De esta manera, pudimos evidenciar que el efecto 
de las células NK sobre la expansión de los LT CD8ME es biológicamente relevante, ya que 
la depleción de células NK durante la fase de activación de la respuesta inmune contra el 
tumor primario favoreció el control del crecimiento de un tumor secundario no 
inmunogénico (Figura 22, Figura 23). Para poder demostrar fehacientemente que los LT 
CD8 son los mediadores responsables de la diferencia en el control del crecimiento 
tumoral entre ambos grupos de ratones, sería necesario comprobar que dicha diferencia 
no fuera observable si se depletaran los LT CD8 previamente al re-desafío con el tumor 
B16.SIY. 
A la luz de estos resultados, nos propusimos investigar los mecanismos 
involucrados en las funciones regulatorias de las células NK durante la activación de la 
respuesta inmune primaria anti-tumoral. Se han descripto numerosos mecanismos a 
través de los cuales las células NK pueden regular a los LT CD8. Fue reportado que las 
células NK eliminan a los LT CD8 de forma directa in vitro y en modelos in vivo de 
inmunización con OVA y de infección con LCMV (152,154,155); sin embargo, mediante un 
ensayo de citotoxicidad in vitro, no fue posible detectar que las células NKIT tuvieran 
actividad citotóxica sobre los LT CD8Naive ni los LT CD8IT (Figura 24). El escaso número de 
células NK que puede ser aislado a partir de los tumores sólo nos permitió evaluar la 
relación E:T 1:1, mientras que los trabajos mencionados demostraron que las células NK 






menos 3:1. Igualmente, considerando la desventaja numérica que tienen las células NK 
respecto a los LT CD8 in vivo, las relaciones E:T más elevadas probablemente no reflejan 
lo que ocurre en los ratones portadores de tumor. Diseñar ensayos que permitan evaluar 
in vivo la actividad citotóxica de las células NK requiere del aislamiento de LT CD8 
específicos contra antígenos tumorales, lo cual no es posible utilizando ratones wild type 
ya que esta subpoblación celular es muy minoritaria. Para tal fin, podrían utilizarse 
ratones transgénicos 2C cuyos LT CD8 expresan un TCR monoespecífico capaz de 
reconocer el péptido SIY (270). De esta manera, realizando transferencias adoptivas de LT 
CD8 aislados de ratones 2C, como células target, se podrían realizar ensayos de 
citotoxicidad in vivo en ratones portadores del tumor MC57.SIY, depletados o no de 
células NK. 
Por otra parte, las células NK podrían regular la expansión y activación de los LT 
CD8 anti-tumorales a través de mecanismos indirectos. Se ha descripto que, frente al 
estímulo con fitohemaglutinina, una subpoblación de células NK secreta IL-10 in vitro 
(168) y también se encontraron células NK productoras de IL-10 durante la infección con 
MCMV in vivo (167). Asimismo, se observó que las células NK secretan TGF-β in vitro ante 
el estímulo con α-CD2 (251). Por lo tanto, determinamos la expresión de los transcriptos 
de estas citoquinas inmunosupresoras en los GDT y en los tumores, pero no hallamos 
diferencias entre los ratones depletados o no de células NK (Figura 25), sugiriendo que 
estas citoquinas no participan del circuito regulatorio. Además, las células NK podrían 
favorecer la acción de otras células supresoras, como las células Treg, mediante su 
reclutamiento (150) o, incluso, podrían desdiferenciarse en el microambiente tumoral y 
adquirir el fenotipo de las MDSCs (151). En consecuencia, estudiamos estas poblaciones 
celulares en los ratones portadores de tumores, depletados o no de células NK, y 
nuevamente, no hallamos diferencias entre ambos grupos (Figura 26), indicando que ni 
las células Treg ni las MDSCs están involucradas en la regulación de los LT CD8 anti-
tumorales mediada por las células NK. 
Debido al rol crucial que las DCs cumplen en la activación de los LT, cualquier 
alteración en la maduración, función o número de las DCs se relaciona directamente con 
una modulación de la expansión y activación de los LT; por lo tanto, nos preguntamos si 






congruencia con esta hipótesis, encontramos que las DCs infiltrantes del tumor, en los 
ratones depletados de células NK, presentaron un fenotipo más maduro, caracterizado 
por una mayor expresión de la molécula coestimulatoria CD86 y un aumento en la 
producción de IFN-β (Figura 27). Adicionalmente, observamos una mayor proporción de 
DCs en los GDT de estos ratones (Figura 28). Para demostrar si las células NK además 
afectan la capacidad de las DCs de realizar presentación cruzada de antígenos tumorales , 
sería interesante aislar DCs provenientes de GDT de ratones depletados de células NK y 
de ratones tratados con CI y realizar un ensayo de proliferación in vitro de LT CD8 aislados 
de ratones 2C. En función de los resultados obtenidos hasta el momento, postulamos que 
el mecanismo responsable de la inhibición de la activación de los LT CD8 anti-tumorales 
es indirecto e involucra a las DCs.  
PD-L1 es una molécula con propiedades inmunoregulatorias que se expresa 
diferencialmente en las células tumorales y contribuye a su escape, debido 
principalmente a que inhibe la activación y las funciones efectoras de los LT. La utilización 
de Acs bloqueantes contra esta molécula o su receptor están teniendo resultados muy 
prometedores en ensayos clínicos en diversos tipos de tumores en estadíos muy 
avanzados, siendo particularmente efectivos cuando, previo al tratamiento, en el 
microambiente tumoral ya existe un infiltrado inflamatorio, pero su acción está inhibida 
debido a que las células tumorales son PD-L1+ (239,271). Estas terapias ya cuentan con la 
aprobación de la FDA para el tratamiento de melanoma y cáncer de pulmón y se espera 
que próximamente su uso se extienda a otros tumores. 
Se hipotetiza que el éxito de estas terapias, en neoplasias de origen tan distinto, 
se debe a que estos tumores tienen en común que presentan una alta tasa de 
mutaciones, por la radiación UV en melanoma y por el humo del cigarrillo en cáncer de 
pulmón, dando lugar a neoantígenos capaces de ser reconocidos por LT CD8 (272). 
Llamativamente, la radiación UV al igual que el humo del cigarrillo causan el aumento de 
la expresión de ligandos de NKG2D a través de distintos mecanismos (273,274); por lo 
tanto, estas neoplasias tendrían en común, además, la potencialidad de activar a las 
células NK. 
Actualmente, la búsqueda de biomarcadores que permitan predecir qué pacientes 






PD-1/PD-L1 representa una prioridad dentro del estudio de la inmunología tumoral. Si 
bien la expresión de PD-L1 en los tumores resulta un marcador sugestivo de la respuesta 
a la terapia, no resulta totalmente adecuado ya que muchos pacientes con tumores PD-
L1- son también respondedores (275), lo que sugiere que la expresión de PD-L1 en otras 
células debe contribuir a la inhibición. Particularmente, se encontró una asociación 
estadísticamente significativa entre la expresión de PD-L1 en las células del sistema 
inmune que infiltran los tumores y la respuesta al tratamiento (241). 
En este trabajo de tesis, encontramos que las células NKIT expresan niveles 
elevados de PD-L1 (Figura 30) y que este aumento depende de IFN- y del 
reconocimiento del tumor a través de NKG2D Figura 31). Es en apariencia paradójico 
que el cultivo con la combinación de citoquinas IL-12, IL-15 e IL-18, que estimula la 
secreción de IFN- (dato no mostrado), no favorezca la inducción de PD-L1 (Figura 31); sin 
embargo, esto podría destacar la importancia del contacto con la célula tumoral o la 
necesidad de que exista más de una señal para desencadenar la inducción de PD-L1 en las 
células NK.  
Considerando que hasta la fecha no existen reportes que muestren el destino de 
las células NK luego de infiltrar el tumor, fue particularmente interesante el hallazgo de 
una subpoblación de células NK PD-L1hi en el GDT (Figura 30), sugiriendo que las células 
NK podrían migrar desde el tumor al GDT. 
Es importante destacar que el aumento de expresión de PD-L1 en las células NK 
no es un fenómeno restringido a los modelos murinos, ya que evaluamos un panel de 
líneas celulares tumorales humanas de diversos orígenes y encontramos que varias de 
ellas inducen la sobre-expresión de PD-L1 en células NK humanas (Figura 32). En todas las 
líneas celulares evaluadas determinamos la expresión de los ligandos de NKG2D; sin 
embargo, no encontramos una asociación entre los niveles de expresión de estos ligandos 
y su capacidad de inducir PD-L1 en las células NK (datos no mostrados), lo que sugiere 
que existen otras moléculas involucradas en este fenómeno. 
La expresión de PD-L1 en células NK fue previamente reportada utilizando un 
modelo experimental de diabetes (165) y un modelo de cáncer (276). Sin embargo, en 
ambos modelos, PD-L1 se expresa en una subpoblación particular de células NK con un 






observamos expresión de c-Kit en las células NK PD-L1+ (datos no mostrados) y, en base a 
la expresión de CD11b y de CD27, observamos que son mayoritariamente células 
terminalmente diferenciadas (Figura 9). 
Teniendo en cuenta que el IFN- es un conocido inductor de la expresión de PD-L1 
(277) y las células NK pueden secretar IFN- en respuesta al reconocimiento de las células 
tumorales, podríamos hipotetizar que el IFN- producido por las células NK puede inducir, 
además, un aumento en la expresión de PD-L1 en otras células del microambiente 
tumoral. Si bien no encontramos diferencias en la expresión de PD-L1 en las células 
tumorales provenientes de ratones depletados o no de células NK (Figura 29), no 
podemos excluir la posibilidad de que el estroma u otras células del sistema inmune, 
contribuyan también a la regulación de la respuesta inmune anti-tumoral a través de    
PD-L1. 
Mediante PD-L1 las células NK podrían afectar la respuesta de los LT de forma 
directa, o a través de la regulación de la actividad de las DCs. Recientemente, fue 
descripto que el reconocimiento de los ligandos de PD-1 por las DCs inhibe su 
maduración e induce la apoptosis (106). En concordancia con esta segunda hipótesis, 
encontramos una expansión de la subpoblación de DCs PD-1+ en los ratones depletados 
de células NK (Figura 33 A), pero no observamos cambios en la subpoblación de LT CD8 
PD-1+ (Figura 33 B), sugiriendo que las células NK PD-L1hi tienen como targets a las DCs.  
La prueba de principio que nos permitió demostrar fehacientemente que las 
células NK en el microambiente tumoral tienen un rol regulatorio directo sobre las DCs 
fue obtenida ex vivo al encontrar que las células NK aisladas de tumores inhibieron 
totalmente la maduración de las DCs. Asimismo, evidenciamos que la sobre-expresión de 
PD-L1 en las células NK tiene relevancia funcional, ya que el bloqueo de PD-L1 restituyó 
parcialmente la maduración de las DCs (Figura 34). 
Las células NK PD-L1hi podrían regular a las DCs no sólo a través de PD-1. En 1996, 
B. J. Chambers y colaboradores describieron que las células NK pueden tener actividad 
citotóxica sobre las DCs a través del reconocimiento de CD80, mediante una interacción 
que no involucra CD28 ni CTLA-4, los dos ligandos conocidos hasta ese momento (278). 
Años más tarde, se descubrió que PD-L1 también es ligando de CD80 tanto en ratón (279) 






la funcionalidad de las DCs. Llamativamente, se observó que CD80 se expresa en las 
células T anérgicas y que su interacción con PD-L1 es crucial para el mantenimiento de la 
tolerancia (281). Por lo tanto, sería importante evaluar la expresión de CD80 en los LT y 
en las DCs al igual que hicimos con PD-1. 
Dado que el bloqueo de PD-L1 sólo restituyó parcialmente la maduración de las 
DCs (utilizamos el clon 10F.9G2 que inhibe la interacción de PD-L1 tanto con PD-1, como 
con CD80, 282), podemos suponer que además existen otras moléculas involucradas. 
Para investigar si participan de este mecanismo factores solubles secretados por las 
células NKIT, debería realizase un ensayo de transwell. Si al evitar el contacto celular entre 
las DCs y las células NKIT siguiéramos observando un efecto regulatorio, eso implicaría la 
participación de factores solubles. Las células NK además podrían expresar otras 
moléculas en superficie capaces de regular a las DCs. Recientemente, se demostró que las 
células NK que infiltran algunos tumores expresan CTLA-4 (283); sin embargo, 
desconocemos si esto sucede en nuestro modelo. También fue descripto que las células 
NK son capaces de tener actividad citotóxica sobre las DCs a través de LFA-1 (284). Por 
otra parte, el clustering de LFA-1 necesario para dar comienzo a la polarización de los 
gránulos citotóxicos es inducido por Ly6C (285,286). Considerando que en nuestro 
modelo encontramos que las células NKIT son Ly6C
high (Figura 9 C y D), este mecanismo 
también podría estar involucrado en la actividad regulatoria de las células NK sobre las 
DCs. 
Está ampliamente reportado que el escenario de la interacción entre las células 
NK y las DCs puede desencadenar consecuencias muy distintas dependiendo de la 
relación numérica entre estas células y el estado de activación (287). Existe cierto 
consenso en considerar que, frente a iDCs, si la relación numérica favorece a las células 
NK, éstas inducirán su muerte (162,288), pero si, por el contrario, las iDCs son mayoría, 
las células NK promoverán su maduración (289,290). Por lo tanto, se suele considerar que 
la edición de las DCs por parte de las células NK favorece el desarrollo de la respuesta 
inmune adaptativa. Sin embargo, en el contexto de la respuesta inmune anti-tumoral, 
encontramos que las células NK activadas en el microambiente tumoral tienen un rol 
regulatorio sobre las DCs. Por los experimentos realizados, no podemos diferenciar si las 






directamente tienen actividad citotóxica sobre las mDCs. Cabe destacar que, tanto en el 
tumor como en el GDT, las células NK y las DCs se encuentran en una relación numérica 
similar (datos no mostrados) y que, en el ensayo realizado ex-vivo, las células NK y las DCs 
se co-cultivaron en una relación 1:1, emulando la relación que observamos in vivo. 
El lugar anatómico donde se produce la interacción entre las células NK y las DCs, 
resultando en la inhibición de estas últimas, resta ser elucidado. Se ha descripto que las 
células NK se encuentran en estrecha asociación con las DCs tanto en los sitios de 
inflamación como en los órganos linfoides secundarios (291). Si bien está establecido que 
las iDCs y las células NK son reclutadas a los sitios de inflamación y que las DCs, una vez 
que maduran, migran a los GD donde inician la respuesta inmune adaptativa, se 
desconoce si las células NK pueden abandonar el sitio de inflamación. De esta forma, 
podemos hipotetizar que las células NK interactúan con las DCs en el tumor, lo que está 
avalado por nuestras observaciones en relación a la expresión de CD86 y al IFN-β (Figura 
27), interfiriendo con la maduración y consecuente migración de las DCs del tumor al GDT 
y, como consecuencia, encontramos un porcentaje disminuido de DCs en el GDT (Figura 
28). Sin embargo, considerando que en el GDT encontramos una subpoblación de células 
NK PD-L1hi (Figura 30 B y C) y una disminución en el porcentaje de DCs PD-1+ (Figura 33 
A), no podemos descartar que también allí se produzca la interacción. 
En resumen, nuestros resultados sugieren un modelo en el cual las células NK 
activadas por células tumorales regulan la activación de las DCs, por un mecanismo que 
involucra al eje PD-1/PD-L1, conduciendo a una activación restringida de los LT CD8 anti-
tumorales. Aunque esta respuesta es suficiente para erradicar un tumor inmunogénico, la 
memoria que se genera resulta insuficiente tiempo después para eliminar un tumor no 
inmunogénico (Figura 35 A). En cambio, cuando el primer desafío tumoral se realiza en 
ratones depletados de células NK, se observa una mayor activación de las DCs y 
expansión de los LT CD8 anti-tumorales. La cinética del rechazo del tumor primario no es 
diferente pero, frente a un tumor secundario no inmunogénico, se observa un retraso en 







Figura 35: Modelo propuesto del circuito regulatorio mediado por las células NK. A) Las células 
NK, al activarse en contacto con un tumor inmunogénico a través de NKG2D o debido a la 
presencia de IFN-, aumentan la expresión de PD-L1 y limitan la maduración de las DCs regulando 
la expansión de los LT CD8 específicos contra antígenos tumorales. Luego, frente a un tumor 
diferente y no inmunogénico, pero con un antígeno en común con el primero, la respuesta 
inmune de memoria generada es insuficiente y el tumor se desarrolla. B) Si la maduración de las 
DCs se produce en presencia de un tumor inmunogénico, pero sin las restricciones ejercidas por 
las células NK, la expansión de los LT CD8 específicos contra antígenos tumorales se ve favorecida. 
De esta manera, se genera una respuesta inmune de memoria capaz de eliminar posteriormente 






Según el modelo que proponemos, el bloqueo del punto de control inmunológico 
PD-1/PD-L1 en los pacientes con cáncer permitiría la disrupción del rol regulatorio de las 
células NK sobre las DCs, conduciendo a una potenciación de la activación de los LT CD8 
específicos contra antígenos tumorales, al promover su expansión y sus funciones 
efectoras. Esta disrupción podría contribuir al efecto terapéutico de los Acs bloqueantes, 
en concordancia con la asociación reportada entre la expresión de PD-L1 en el infiltrado 
inflamatorio tumoral y la respuesta al tratamiento (241), brindando además una 
explicación racional a la eficacia del tratamiento en algunos pacientes con tumores       
PD-L1-. Por lo tanto, la determinación de la expresión de PD-L1 en las células NK podría 
permitir refinar la búsqueda de pacientes respondedores y debería ser estudiada como 

























“De modo que también del amor, como de la 
guerra, diré por las buenas lo que consigo 
imaginarme: el arte de escribir historias está en 
saber sacar de lo poco que se ha comprendido de la 
vida todo lo demás; pero acabada la página se 
reanuda la vida y una se da cuenta de que lo que se 
sabía es muy poco.” 







El rol regulatorio de las células NK sobre la activación de los LT CD8 anti-tumorales 
durante la respuesta inmune primaria conduce a una respuesta inmune de 
memoria menos eficiente, lo cual tiene relevancia fisiopatológica ya que 
repercute en el control del crecimiento de un tumor secundario no inmunogénico. 
En conclusión, a lo largo de este trabajo de tesis, utilizando una combinación de 
estrategias experimentales in vivo e in vitro, exploramos la capacidad de las células NK de 
regular el orquestado de la respuesta inmune adaptativa anti-tumoral. Como resultado 
de este estudio, proponemos un nuevo circuito regulatorio donde las células NK, frente a 
un tumor inmunogénico, aumentan la expresión de PD-L1 y limitan la maduración de las 
DCs, lo que resulta en una disminución en la activación de los LT CD8 anti-tumorales y la 
respuesta de memoria. En particular, nuestros hallazgos permitieron demostrar que: 
Las células NK, si bien in vitro reconocen a las células MC57.SIY y despliegan sus 
funciones efectoras, in vivo presentan un fenotipo exhausto y no participan de la 
eliminación del tumor. 
Los LT CD8 específicos contra antígenos tumorales, que son esenciales para la 
eliminación del tumor, se activan espontáneamente siguiendo una cinética que 
alcanza un máximo hacia el día 11 luego del desafío tumoral.  
Las células NK regulan la expansión de los LT CD8 específicos contra antígenos 
tumorales, comprometiendo además sus funciones efectoras y la generación de la 
subpoblación de LT CD8ME. Este fenómeno fue demostrado en dos modelos 
diferentes de tumores inmunogénicos, pero no se observó al emplear una línea 







En este trabajo de tesis describimos un novedoso rol regulatorio de las células NK 
sobre las DCs en el contexto de la respuesta inmune anti-tumoral. En condiciones 
fisiopatológicas de rápida resolución, podría contribuir a la homeostasis de la respuesta 
inmune adaptativa, pero en el contexto de un tumor en crecimiento, este mecanismo 
puede favorecer el escape tumoral al limitar indirectamente la respuesta mediada por los 
LT CD8. Nuestros resultados además constituyen un aporte para una mejor comprensión 
del mecanismo de acción de las inmunoterapias basadas en el bloqueo del eje PD-1/PD-
L1 y sugieren que la determinación de PD-L1 en las células NK debería ser estudiada como 
potencial biomarcador terapéutico en pacientes con cáncer. 
  
Las células NK infiltrantes del tumor expresan altos niveles de PD-L1. In vitro, 
demostramos que el aumento de la expresión de PD-L1 en las células NK de ratón, 
es dependiente de NKG2D e IFN-. Además, observamos que diversas líneas 
tumorales humanas son capaces de inducir el aumento de expresión de PD-L1 en 
células NK humanas. 
Las células NK activadas en el tumor modulan la maduración de las DCs, en parte, 
a través de interacciones entre PD-1 y PD-L1. 
Las células NK regulan la activación de los LT CD8 anti-tumorales mediante un 
mecanismo indirecto que involucra la inhibición de la maduración de las DCs tanto 
in vivo como ex vivo. 
  




















“-Conforme a lo dicho resultan tres clases de 
camas: una, la que existe en la naturaleza, que, 
según creo, podríamos decir que es fabricada por 
Dios, porque, ¿quién otro podría hacerla? 
-Nadie, creo yo. 
-Otra, la que hace el carpintero. 
-Sí -dijo. 
-Y otra, la que hace el pintor; ¿no es así?” 
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